Etude du rôle de la protéine ADAM9 et de son isoforme sécrétée dans les processus de migration et d'angiogenèse tumoraux by MONGARET, Céline & GOLDWASSER, François
1 
 
UNIVERSITE PARIS DESCARTES 
 
THÈSE 
pour obtenir le grade de 
DOCTEUR 
Sciences de la Vie et de la Santé 
Ecole Doctorale : Gc2iD 
Discipline : Cancérologie 
 
présentée et soutenue publiquement 
par Céline MONGARET 
le 28/11/2012 
 
Sujet : Etude du rôle de la protéine ADAM9 et de son 






Pr. Jérôme Alexandre        Président 
Pr.François Goldwasser     Directeur de thèse 
Pr Diane Braguer        Rapporteur 
Pr Michel Doly    Rapporteur 
Dr François Lemare    Examinateur 




Je remercie Mr le Pr François Goldwasser qui m’a fait l’honneur d’être mon directeur de 
thèse. Vous trouverez ici l’expression de ma gratitude et de mon profond respect. 
Je remercie Mr le Pr Jérôme Alexandre qui m’a fait l’honneur de présider ma thèse et qui m’a 
conseillée dans mes travaux de recherche durant ces 4 années. Sa disponibilité et ses 
connaissances sont exemplaires. Qu’il trouve dans cette thèse le témoignage de toute ma 
reconnaissance. 
Je tiens à remercier Mr le Pr Michel Doly qui m’a fait l’honneur d’être rapporteur de ma thèse 
et qui a toujours répondu présent à mes sollicitations. Qu’il reçoive l’expression de toute ma 
reconnaissance. 
Je remercie Mme le Pr Diane Braguer qui m’a fait l’honneur d’être rapporteur de ma thèse. 
Qu’elle reçoive l’expression de mes remerciements les plus respectueux. 
Je remercie Mr le Dr François Lemare qui  m’a fait l’honneur d’examiner ce travail et qui m’a 
guidé et soutenu durant ces 4 années de recherche. Ses connaissances scientifiques et sa 
rigueur m’ont permis de mener à bien ce projet. Qu’il soit assuré de toute ma reconnaissance. 
Je suis très reconnaissante à Mme le Dr Valérie Sautou qui m’a fait l’honneur d’examiner ma 
thèse. Qu’elle reçoive l’expression de ma sincère gratitude. 
Je tiens à remercier Mr le Pr Frédéric Batteux pour son enthousiasme, son aide scientifique, 
ses conseils avisés. Qu’il reçoive ma plus sincère reconnaissance. 
Je remercie Mr le Pr Weill pour son accueil dans le laboratoire, sa gentillesse et son 
accessibilité. Qu’il reçoive ma profonde reconnaissance. 
Remerciements  
A Maxime pour son implication constante dans ce projet.  Sa détermination et son assiduité 
ont permis à ce travail d’aboutir. Je tiens ici, à lui faire part de mes remerciements les plus 
sincères. 
A Audrey et Nilou je les remercie d’avoir partagé avec moi tous ces moments au labo, les 
bons comme les plus durs, et qui m’ont toujours été de très bons conseils. 
A Carole et Christiane qui m’ont initié à toutes ces techniques. Merci pour leur patience, leur 
gentillesse, leur disponibilité et leur soutien durant ces 4 années. 
A l’équipe de l’URCC de Clermont pour leur accueil, leur gentillesse et leur soutien.  
Et merci à Harold pour sa présence, sa patience et son soutien sans faille. 
Enfin, merci du fond du coeur à ma famille qui m’a toujours soutenue et encouragée durant 




TABLE DES MATIERES 
 
 
LISTE DES FIGURES ............................................................................................................... 5 
ABBREVIATIONS .................................................................................................................... 7 
1ère PARTIE : ETAT DE LA QUESTION ................................................................................. 8 
CHAPITRE 1 : LA DISSEMINATION METASTATIQUE ..................................................... 9 
1. Définition ..................................................................................................................... 9 
2. L’angiogenèse ............................................................................................................ 14 
CHAPITRE II : LES PROTEINES ADAM : IMPLICATION DANS  LE CANCER ............ 17 
1. Généralités.................................................................................................................. 17 
2. Rôles physiologiques et pathogéniques  des protéines ADAM ................................. 19 
3. Description des domaines de la protéine ADAM et leur implication dans la 
pathologie cancéreuse ................................................................................................ 20 
3.1. Le prodomaine .................................................................................................. 20 
3.2. Le domaine métalloprotéasique ........................................................................ 20 
3.3. Le domaine disintegrine ................................................................................... 24 
3.4. Le domaine riche en cystéine ........................................................................... 25 
3.5. Le domaine cytoplasmique ............................................................................... 26 
4. Potentiel rôle d’ADAM comme biomarqueur dans le cancer .................................... 28 
CHAPITRE III : IMPLICATION DU STRESS OXYDANT DANS L’ONCOGENESE ET 
LE DEVELOPPEMENT TUMORAL ..................................................................................... 30 
1. Les FRO ..................................................................................................................... 30 
2. Implication dans le cancer .......................................................................................... 30 
2.1. Effet des FRO sur l’instabilité génomique ....................................................... 34 
2.2. Implication des FRO dans l’inflammation ....................................................... 34 
2.3. Les FRO et l’insensibilité aux signaux antiprolifératifs ................................... 35 
2.4. Effet des FRO sur le potentiel de réplication illimitée de la cellule ................. 35 
2.5. Rôle des FRO dans l’autonomie de croissance et l’échappement à l’apoptose 36 
2.6. Voies de signalisation activées par les FRO ..................................................... 36 
2.6.1. La PKC ................................................................................................. 36 
4 
 
2.6.2. Les protéines SRC ................................................................................ 37 
2.7. Les FRO dans le changement du métabolisme énergétique de la cellule 
cancéreuse .................................................................................................................. 39 
2.8. Effet des FRO sur l’échappement au système immunitaire .............................. 39 
2.9. Les FRO dans l’invasion tumorale ................................................................... 40 
2.10. Les FRO dans l’angiogenèse ............................................................................ 41 
2ème PARTIE : DEMARCHE EXPERIMENTALE ................................................................. 42 
PROBLEMATIQUE ......................................................................................................... 43 
MATERIELS ET METHODES ........................................................................................ 45 
RESULTATS .................................................................................................................... 53 
Article 1 ...................................................................................................................... 53 
Modulation pharmacologique de l’expression des différentes isoformes d’ADAM9 68 
Mise au point du modèle d’évaluation in vivo du potentiel invasif des cellules A549 
par injection IV ...................................................................................................... 81 
Implication d’ADAM9 dans l’angiogenèse ............................................................... 85 
CONCLUSIONS GENERALES - PERSPECTIVES ............................................................ 103 
ANNEXES………………………………………………………………………………….104 



















LISTE DES FIGURES 
 
Figure 1 : Principales étapes de la formation d’une métastase d’après Fidler (3)  
Figure 2 : Les caractéristiques acquises des cellules cancéreuses d’après Hanahan et 
Weinberg (12)  
Figure 3 : Principales étapes de formation de l’angiogenèse d’après Kalluri et al (15)  
 Figure 4 : Structure des protéines ADAM et ADAMTS d’après Rocks et al (22)  
Figure 5 : Activité métalloprotéasique des protéines ADAM et rôle de l’ectodomaine des 
substrats clivés d’après Blobel et al (21)  
Figure 6 : Les fonctionnalités communes des différents domaines des protéines ADAM et 
leur implication dans le cancer d’après Rocks et al (22) 
Figure 7 : Influence du stress oxydant aux grandes étapes de l’oncogenèse d’après Valko et al 
(112)  
Figure 8 : Boucle d’amplification du stress oxydant dans le cancer d’après Trachootham et al  
(116)  
Figure 9 : Technique d’adhérence in vitro 
Figure 10 : Technique d’invasion in vitro 
Figure 11 : Influence de la protéine kinase C sur l’expression et l’activité des isoformes de la 
protéine ADAM9 au niveau de cellules A549 exposées à un stress oxydant 
Figure 12 : Immunoprécipitation du surnageant des cellules A549 exposées à des modulateurs 
de la protéine kinase C. 
Figure 13 : Implication de la PKC sur la migration des cellules A549 induites par le peroxyde 
d’hydrogène. 
Figure 14 : Rôle du dasatinib, inhibiteur de SRC, sur l’expression d’ADAM9 et l’activité 
ADAM spécifique des cellules A549 exposées au H2O2.   
Figure 15 : Augmentation d’expression d’ADAM17 par le dasatinib 
Figure 16 : Influence du dasatinib au niveau de l’invasion tumorale induite par le stress 
oxydant 
Figure 17: Expression d’ADAM9 sur les cellules directement issues des injections sous 
cutanées (à J7, J10 et J15) 
Figure 18 : Transfection stable des cellules A549 avec un lentivirus contenant un ARN 
interférent ADAM9. 
Figure 19 : Rôle de la protéine ADAM9 dans l’envahissement métastatique pulmonaire dans 
un modèle in vivo. 
Figure 20 : Effet de l’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules A549 sur la 
capacité de contrôle paracrine du développement de structures capillaires. 
Figure 21 : Expression des facteurs proangiogéniques au niveau des surnageant de cellules 
transfectées ou non avec l’ARN interférent ADAM9. 
Figure 22 : Quantification  de la sécrétion de l’interleukine 8 et d’ENA 78 au niveau des 
surnageant de cellules transfectées ou non avec l’ARN interférent ADAM9.   
Liste des figures 
6 
 
Figure 23 : Modulation non transcriptionnelle de l’interleukine 8 par ADAM9 au niveau des 
cellules transfectées ou non avec l’ARN interférent ADAM9 et exposées ou non au PMA. 
Figure 24 : Effet de l’interleukine 8 sur l’angiogenèse in vitro induite par l’expression de la 
protéine ADAM9 exprimée au niveau des cellules A549 
Figure 25 : Croissance sous cutanée des cellules A549 exprimant ou non la protéine ADAM9 
dans un modèle in vivo. 
Figure 26 : Densité vasculaire des tumeurs obtenues à partir de cellules A549 exprimant ou 
non la protéine ADAM9 sur un modèle in vivo. 
Figure 27 : Rôle d’ADAM9 via la sécrétion d’Interleukine 8 sur l’angiogenèse 
Figure 28 : Implication de la protéine ADAM9 et de son isoforme sécrétée dans les processus 






LISTE DES TABLEAUX 
 
Tableau 1 : Liste des protéines ADAMs possédant ou non une activité protéolytique d’après 























ADAM A Disintegrin And Metalloprotease 
ADAMTS A Disintegrin And Metalloprotease with thrombospondin motif 
ARN  Acide RiboNucléique 
CAT  Catalase 
ECM  ExtraCellular Matrix 
EMT              Transition épithélio mésenchymateuse 
ERKs   Extracellular signal-Regulated Kinase 
EGF(R) Extracellular Growth Factor (Receptor) 
FGF-2  Fibroblast Growth Factor – 2 
FAK                Focal Adhesion Kinase 
FRO   Formes Réactives de l’Oxygène 
FRN  Formes Réactives de l’azote 
H2O2   peroxyde d’hydrogène 
HIF-1a  Hypoxia Inducible Factor 
Il                     interleukine 
IV  intraveineux 
MAPK Mitogen Activated Protein Kinase 
MMP              Matrix MetalloProtease 
mTOR mammalian Target Of Rapamycin 
NAC               N Acéthyl Cystéine 
NADPH Nicotinamide Adénosine Dinucléotide Phosphate 
NF-κb             Nuclear Factor 
NO   monoxyde d’azote 
NOX  NADPH oxydase 
O2
·-
   anion superoxyde 
OH
·




PI3 kinase Phosphoinositide 3 kinase 
PBS  Phosphate Buffer Saline 
PDGF(R) Platelet Derived Growth Factor (Receptor) 
PTEN  Phosphatase and Tensin homologue 
PTK  PhosphoTyrosines Kinases  
PUFAs PolyUnsaturated Fatty Acids 
SAPK   Stress Activating Protein Kinase 
SOD  SuperOxyde Dismutase 
TACE  TNF Alpha Converting Enzyme 
TGF β             Tumor Growth Factor béta 
TNF α  Tumor Necrosis Factor alpha 
VEGF(R) Vascular Endothelial Growth Factor (Receptor) 
 
 



































CHAPITRE 1 : LA DISSEMINATION METASTATIQUE 
 
1. Définition 
Le processus métastatique correspond à la dissémination des cellules à partir d’une tumeur 
primaire vers des organes à distance. La survenue et la progression de ces cellules résultent 
d’une succession d’évènements irréversibles, structurés et d’interconnections aboutissant à 
l’émergence de tumeurs secondaires. Le phénomène de métastase est un phénomène 
complexe comprenant de nombreuses étapes au cours desquelles les cellules cancéreuses 
vont acquérir de nouvelles capacités 1(1)(2). Par voie sanguine ou lymphatique (3), les 
cellules cancéreuses quittant le foyer initial doivent franchir des étapes successives : chacune 
représente un obstacle que seul un petit nombre de cellules cancéreuses, ayant réussi à 
s’adapter à plusieurs environnements, réussiront à franchir(4). 
 
 
Figure 1 : Principales étapes de la formation d’une métastase d’après Fidler (5) 
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La première étape du processus consiste à l’invasion locale des cellules cancéreuses en dehors 
de la tumeur primitive. Elle nécessite la mise en place de deux phénomènes : la dégradation 
du stroma péritumoral et la migration des cellules cancéreuses. Les métalloprotéases jouent 
un rôle important dans la dégradation de la matrice extracellulaire et du stroma. Cette cascade 
protéolytique active la matrice extracellulaire induisant une libération de nombreuses 
cytokines et de facteurs de croissance (le TGF β, le VEGF…) qui vont avoir un rôle trophique 
et chimioattractant pour les cellules tumorales. Les cellules du stroma sont aussi stimulées 
avec une activité protéolytique accrue, une angiogenèse augmentée et une sécrétion de 
facteurs de croissance. Tous ces facteurs assurent le développement initial de l’invasion 
tumorale (4).   
 
Le processus de migration est la seconde étape de l’invasion locale. Elle permet aux cellules 
cancéreuses de s’échapper de la tumeur primitive et de traverser les barrières 
mésenchymateuses et épithéliales en acquérant un phénotype plus mobile mésenchymateux. 
Ce phénomène est appelé transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Cette transition est 
induite par plusieurs stimuli notamment la sécrétion du TGF β. D’autres voies de signalisation 
oncogéniques sont impliquées telles que la voie des MAPkinases, la PI3 kinase, la perte de 
l’E Cadhérine (6). Ce mécanisme fait intervenir des protéines du cytosquelette. C’est le cas 
des GTPases (Rho, Rac…), dont la dérégulation  est associée au caractère métastatique des 
cellules cancéreuses (7). Les cellules ayant subi cette EMT acquièrent une résistance à 
l’apoptose. 
 
Les capacités métastatiques dépendent également de l’angiogenèse, processus par lequel la 
tumeur forme un nouveau réseau vasculaire. La métastase nécessite à la fois une mobilité des 
cellules endothéliales et des cellules tumorales au cours de l’angiogenèse. Les cellules 
tumorales ayant traversé la matrice extracellulaire vont pénétrer dans le système vasculaire 
ayant pour objectif de se répandre au sein de l’organisme. L’intravasation (passage dans le 
compartiment intra-vasculaire) des cellules tumorales au niveau des vaisseaux nouvellement 
formés à proximité de la tumeur engage le passage des cellules dans la circulation. Une fois 
les cellules tumorales ayant pénétré la paroi vasculaire, celles-ci sont capables d’interagir avec 
l’ensemble du système hémostatique tel que les plaquettes, les leucocytes et l’endothélium 
vasculaire. Ces interactions peuvent induire la formation d’un microthrombus augmentant 
l’efficacité de la cascade métastatique (8).  
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En effet le facteur tissulaire exprimé au niveau des cellules cancéreuses génère de la 
thrombine induisant un recrutement de plaquettes. Ce processus forme une enveloppe de 
protection pour les cellules cancéreuses leur permettant de circuler dans le système vasculaire 
(9). 
Les cellules cancéreuses  vont ensuite s’arrêter au niveau d’un capillaire où elles pourront 
extravaser (sortir du compartiment intra-vasculaire). Parmi les différents mécanismes 
régissant ce phénomène,  l’activation de la fibrine induit l’agrégation des cellules tumorales 
dans le système vasculaire et son extravasation vers un organe secondaire tout en protégeant 
les cellules cancéreuses du système immunitaire (10). 
 
Après extravasation, les cellules développent des interactions nombreuses avec le  
microenvironnement. En particulier, elles réexpriment de molécules d’adhérence telles que les 
intégrines, les lectines qui ont été inhibées pendant les étapes précédentes (11).  
 
A cette phase, certaines cellules peuvent entrer en dormance quelques années, les mécanismes 
impliqués dans cette étape restent encore obscurs (effet inhibiteur du nouveau 
microenvironnement, modulation des facteurs angiogéniques, action du système 
immunitaire ?) (12). Plus généralement, les cellules disséminées prolifèrent au niveau du 
nouveau site en provoquant  un remodelage de la matrice extracellulaire et un développement 
d’un microenvironnement tumoral. L’angiogénèse est une étape importante à ce stade afin 
d’apporter aux cellules tumorales les nutriments nécessaires à leur développement. Enfin, il a 
été mis en évidence un phénomène de recirculation des cellules tumorales du site métastatique 
vers la tumeur primaire «  le self seeding ».  Ce phénomène favoriserait la croissance tumorale 




Les cellules tumorales sont capables d’échapper aux mécanismes de contrôle et d’inhibition 
de l’organisme et surtout en phase métastatique. En 2000, Hanahan et Weinberg (15) ont 
conceptualisé 6 propriétés déterminantes permettant à la cellule d’acquérir un phénotype 
malin qui sont :   
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Ø Indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération : la cellule normale nécessite un 
signal pour sortir de la phase de quiescence.  De nombreux oncogènes sont capables de 
mimer ces signaux de croissance,  c’est le cas des oncoprotéines RAS, MYC et RAF 
qui vont induire la prolifération des cellules.  
 
Ø Insensibilité aux signaux antiprolifératifs : en effet les cellules ignorent les signaux 
internes ou externes de régulation de la prolifération cellulaire. 
 
Ø Capacité d’invasion et de dissémination cellulaire : la cellule cancéreuse va acquérir 
des capacités de migration vers d’autres organes via le système vasculaire ou 
lymphatique. 
 
Ø Capacité à induire l’angiogenèse : la cellule tumorale va induire la mise en place d’un 
système vasculaire lui permettant de disposer de nutriments et d’interagir avec le 
système vasculaire. 
 
Ø Potentiel illimité de réplication : La cellule normale est programmée pour un certain 
nombre de divisions (50 à 80) régulées par les télomères qui lors de leur disparition au 
niveau du chromosome signe l’arrêt de la prolifération. La cellule cancéreuse maintient 
la présence des télomères grâce à une surexpression des télomérases. 
 
Ø Résistance à l’apoptose : les cellules perdent la programmation de mort cellulaire 
notamment par mutation du gène p53. 
 
 










En 2011, deux fonctions supplémentaires ont été mises en évidence. Le microenvironnement 
tumoral est un partenaire important de l’oncogénèse. Grâce à ce microenvironnement, la 
cellule cancéreuse évolue vers un phénotype malin. Ce microenvironnement tumoral est 
constitué d’un ensemble de cellules distinctes qui ont de fortes interactions entre elles et avec 
la cellule cancéreuse. Parmi elles, les cellules du stroma sont associées à toutes les étapes de 
la progression tumorale. Elles produisent des facteurs de croissance, des cytokines qui 
facilitent le recrutement des cellules endothéliales nécessaires à la néovascularisation 
tumorale. De ces conclusions ont découlé deux nouvelles fonctionnalités afin d’obtenir un 
phénotype malin qui sont la reprogrammation du métabolisme énergétique de la tumeur et 











L'angiogenèse est définie comme la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins (néo 
vascularisation) à partir d’un système vasculaire préexistant pour apporter des nutriments et 
surtout de l’oxygène aux organes. Il va assurer leur croissance et / ou leur survie. Ce 
processus physiologique normal, lors du développement embryonnaire par exemple, peut 
devenir essentiel dans certaines pathologies telles que le cancer. En effet, ce mécanisme est 
primordial pour la croissance des tumeurs malignes  et le développement des métastases. La 
néo-vascularisation de la tumeur fournit à la cellule cancéreuse les nutriments et l’oxygène 
nécessaires à sa survie, sa croissance ainsi qu’à la dissémination métastatique.  
Le phénomène d’angiogenèse est régulé par une balance entre des molécules favorisant 
l’angiogenèse appelées pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, Il8…) et des molécules la limitant 
appelées anti-angiogéniques (angiostatine, thrombospondine…). Ce phénomène est appelé 
« switch angiogénique ». Ainsi,  l’hypoxie et /ou l’activation d’oncogènes tels que RAS ou 
EGFR stimule l’activation de cytokines de l’angiogenèse (le VEGF,…) et d’enzymes 
protéolytiques (les MMP) et freiner les inhibiteurs de l’angiogenèse comme la 
thrombospondine : le switch se fait par conséquence en faveur de l’angiogenèse dont les 
conséquences sont la croissance tumorale et la diffusion métastatique (17). Cette étape clé et 
fondamentale se retrouve à deux niveaux, au début du processus de tumorigenèse et au niveau 
de la dissémination métastatique. Les molécules pro ou anti angiogéniques peuvent provenir 
non seulement des cellules tumorales elle même mais aussi des cellules endothéliales, des 
cellules du stroma, du sang et de la matrice extracellulaire (18). 
 
L’angiogenèse se dissocie en deux étapes : l’induction qui correspond à une dégradation de la 
membrane vasculaire basale et la résolution correspondant à une reformation de la membrane 
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(a) En réponse aux facteurs angiogéniques et aux métalloprotéases, la membrane 
basale des vaisseaux va subir des changements structurels. Cette période de 
transition stimule la migration et la prolifération des cellules vasculaires 
endothéliales. Des facteurs angiogéniques tels que le VEGF, le FGF et le PDGF 
sont libérés de la membrane basale, mais aussi des cellules tumorales, des 
fibroblastes, et des cellules de l’immunité.  
 
(b) Cet ensemble induit la formation d’une nouvelle membrane basale vasculaire. 
Avec les péricytes et les cellules endothéliales vasculaires, la membrane 
vasculaire basale va former un nouveau vaisseau sanguin. La dégradation de la 







Figure 3 : Principales étapes de formation de l’angiogenèse d’après Kalluri et al (19) 






La migration cellulaire et l’angiogenèse sont des étapes très importantes dans la 
dissémination métastatique des cellules cancéreuses. La stratégie thérapeutique actuelle 
s’oriente vers des traitements ciblés sur des molécules ou des protéines ayant un rôle dans 
la cancérogenèse. Cependant les protéines impliquées dans les mécanismes d’interactions  
entre les cellules et avec le microenvironnement restent méconnues et pourraient être une 
cible thérapeutique potentielle afin de limiter les capacités métastatiques des cellules 
cancéreuses. Nous nous sommes donc orientés vers l’étude de métalloprotéases, les 
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Les protéines ADAM (A disintegrin and metalloprotease) appartiennent à la famille des 
métalloendopeptidases. Elles possèdent environ 750 acides aminés. La première protéine 
décrite a été la fertiline qui est une protéine hétérodimérique composée d’une chaine a et 
d’une chaine b (respectivement ADAM1 et ADAM2) (20),(21). Cette fertiline  est une 
glycoprotéine membranaire des spermatozoïdes qui joue un rôle essentiel dans la fécondation 
de l’ovule. Depuis la découverte de la fertiline, de nombreuses protéines ont été décrites dans 
des espèces variées notamment chez le Schizosaccharomyces Pombe, le Caenorhabditis 
Elegans,  la Drosophila Melanogaster et chez les vertébrés. 
Elles ont des séquences similaires aux métalloprotéases retrouvées dans le venin de serpent, 
les reprolysines. Elles appartiennent à la superfamille des métalloprotéinases dépendantes du 
zinc. Parmi les métalloendopeptidases, les protéines ADAMTS «  A Disintegrin And 
Metalloprotease with Thrombospondin motifs » constituent un groupe très similaire aux 
protéines ADAM. Ce sont des métalloprotéases sécrétées qui sont codées par 19 gènes dans 
l’espèce humaine (22).  Les protéines ADAMTS sont caractérisées par la présence de motifs 
thrombospondine de types I (TSP – I) au niveau de la partie C terminale (23). Certaines 
d’entre elles ont d’autres motifs additionnels au niveau de la partie C terminal tel qu’un 
domaine mucin pour ADAMTS-7 et -12, un domaine GON pour ADAMTS-20 et ADAMTS-
9 (24). Les protéines ADAM et ADAMTS sont composées de domaines communs (figure 4) 
qui sont : un domaine métalloprotéasique (Metallo) qui est maintenu à l’état inactif par un 
prodomaine (Pro), le domaine disintegrine (Dis) susceptible d’interagir avec les intégrines et 
syndécanes, une région riche en cystéines (Cysrich). A la différence des protéines ADAMTS, 
les protéines ADAM sont généralement des protéines transmembranaires avec un domaine 
intracellulaire (cytoplasmic) contenant des motifs de signalisation tels que des sites de 












Figure 4 : Structure des protéines ADAM et ADAMTS d’après Rocks et al (26) 
 
Cependant certains gènes ADAM peuvent subir des épissages alternatifs qui vont permettre 
l’expression des plusieurs isoformes de la protéine. Ainsi, ADAM12 code pour une forme 
transmembranaire d’ADAM12 , ADAM12 L, et une forme plus petite ADAM12 S qui est 
une forme sécrétée ayant perdu les domaines transmembranaire et cytoplasmique (27). La 
même situation est décrite pour la protéine ADAM9 (28), ADAM11(29) et ADAM28 (30). 
La protéine ADAM15 présente, quant à elle,  au moins 13 isoformes de cette protéine (31). 
L’épissage alternatif se produit au niveau des exons codant pour le domaine cytoplasmique et 
va moduler les interactions que peut avoir la protéine ADAM15 avec les protéines 
intracellulaires ayant des domaines SH3. Il peut, de ce fait, modifier les fonctions cellulaires 
d’ADAM15 (32). Un autre épissage alternatif de la protéine ADAM19 a été décrit. Celle-ci a 
perdu son pro-domaine, son domaine métalloprotéasique ainsi que le domaine disintegrine et 
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2. Rôles physiologiques et pathogéniques  des protéines ADAM  
 Les protéines ADAM, grâce à leurs différents domaines, contribuent  à des fonctions 
physiologiques telles que l’adipogenèse (34),(35), le développement du système nerveux 
central et plus particulièrement le développement des axones notamment par ADAM21 (36). 
Ces protéines assurent de nombreuses interactions cellulaires au sein d’un réseau complexe. 
En effet, elles peuvent moduler la réponse cellulaire par de nombreux signaux grâce à leur 
activité métalloprotéasique. Ainsi,  ADAM17 est capable de cliver la protéine 
transmembranaire pro TNF α , lui donnant sa dénomination TACE « TNF-Alpha Converting 
Enzyme » (37),(38).  
Les protéines ADAM participent également à certains processus pathologiques. Ainsi, lors de 
maladies inflammatoires du colon, il a été observé une augmentation de l’activité 
d’ADAM17 (39). Au niveau pulmonaire, une expression d’ADAM33 a été mise en évidence 
chez les patients souffrant d’hyperréactivité bronchique liée à l’asthme (40). L’expression 
d’ADAM8 est également augmentée au niveau des tissus bronchiques de personnes 
asthmatiques (41). Les protéines ADAM9 et 15 sont quant à elles surexprimées dans 
l’athérosclérose et agissent notamment avec l’intégrine α5 β1 et α5 β3 dans cette pathologie 
(42). 
Une autre illustration est l’activation de NOTCH par le clivage par ADAM10 et ADAM17 du 
ligand NOTCH Delta (43) et son implication dans la sclérodermie systémique (maladie 
systémique caractérisée par une fibrose cutanée et des anomalies microcirculatoires). Les 
protéines NOTCH sont des récepteurs membranaires dont l’expression a été très conservée à 
travers les espèces au cours de l’évolution. Leur fonction principale est la régulation de 
nombreux processus de développement, tels que la prolifération, la différenciation, et 
l’apoptose. La liaison à son ligand déclenche le clivage du récepteur par une métalloprotéase 
puis le second clivage nécessite une gamma sécrétase permettant d’avoir à la partie active de 
NOTCH une activité transcriptionelle au niveau de la cellule. Au sein du laboratoire, j’ai 
participé à un travail qui a montré l’implication de la voie NOTCH/ADAM17 dans la 
sclérodermie systémique. Nous avons observé une augmentation de l’activité d’ADAM17 
dans la peau des souris ayant une sclérodermie, corrélée avec l’augmentation de l’activation 
de NOTCH. De plus chez les patients atteints de sclérodermie diffuse, nous avons aussi mis 
en évidence par western-blot et par immunofluorescence directe une forte expression 
d’ADAM17 corrélée à l’augmentation de l’activation de NOTCH.  
Etat de la question 
20 
 
Dans le chapitre qui suit, nous allons décrire chaque domaine des protéines ADAM ainsi 
que leur fonctionnalité dans la pathologie cancéreuse (44). Nous expliquerons plus en 
détail le rôle d’ADAM9 car sa surexpression est décrite dans de nombreux cancers chez 
l’homme tels que la prostate (45),  le myélome (46), le colon (47), le mélanome (48), le 
pancréas (49) et le sein (50) et elle semble être particulièrement impliquée dans les 
processus de prolifération et de dissémination métastatique.  
 
3. Description des domaines de la protéine ADAM et leur implication dans la 
pathologie cancéreuse 
 
3.1. Le prodomaine 
Le prodomaine maintient l’activité métalloprotéasique de la protéine inactive grâce un 
mécanisme de switch de cystéines (51). La disposition des cystéines va maintenir la protéine 
dans une conformation permettant une inactivation de l’activité. Le prodomaine est 
généralement soit dégradé par les protéines convertases (des furines) (52); soit capturé en 
intracellulaire puis dégradé par l’appareil de golgi (53). Il a un rôle de molécule chaperonne 
plus particulièrement vis-à-vis du domaine métalloprotéasique (54). 
Le prodomaine apparait nécessaire au maintien de latence de l’enzyme. De plus, il aide au 
repliement correct de la protéine et à la conformation du site catalytique de la protéine active 
comme décrit pour la protéine ADAM10 (55).  
3.2. Le domaine métalloprotéasique 
Le mécanisme de l’activité protéolytique de la protéine ADAM ressemble à la famille des 
metzincin. Le site actif est constitué d’une structure en hélice contenant le motif HEXXH et 
cette activité enzymatique nécessite un atome de zinc(56), (57),(58).  
Le site catalytique de cette protéine est homogène malgré le fait qu’elle présente une 
spécificité de substrats. Cependant, 60 % des protéines ADAM sont dépourvues d’activités 
protéolytiques ; cette perte d’activité serait le reflet de l’encombrement du site catalytique 
(59). Dans certains cas, la perte d’homologie de structure entraine un blocage de l’activité 
catalytique (tableau 1). En effet les protéines ADAM 2 et 3 perdent certains acides aminés 
située au niveau du site de fixation de l’atome zinc bloquant ainsi l’activité 
métalloprotéasique (60).  






Tableau 1 : Liste des protéines ADAMs possédant ou non une activité protéolytique 
d’après Rocks et al (26) 
 
L’activité métalloprotéasique des protéines ADAM a pour cible de nombreuses molécules 
telles que des cytokines ancrées dans la membrane ou des facteurs de croissance. ADAM17 
est ainsi capable de cliver des substrats très diversifiés tels que le TNF α (37),(38), les 
récepteurs à l’EGF libérant l’EGF actif (61), le TGF α (62), l’HB EGF, l’amphiréguline (63) 
et l’épiréguline (63). Cette capacité de clivage d’HB EGF est également partagée par 
ADAM9, 10 et 12 (59).  
 




 La libération de cytokines ou de facteurs de croissance par les protéines ADAM, implique 
différentes signaux de transductions (figure 5) : 
- Le substrat clivé peut interagir avec un récepteur situé sur la même cellule : 
action autocrine 
- Ce même substrat peut interférer avec les cellules voisines de façon paracrine 
- Sans clivage, l’interaction impose un contact entre les deux cellules pour 
permettre la transmission du signal : on parle alors de contrôle juxtacrine. 
L’activité des protéines ADAM s’affranchit de ce phénomène et donc intensifie 





Figure 5 : Activité métalloprotéasique des protéines ADAM et rôle de l’ectodomaine 
des substrats clivés d’après Blobel et al (25) 
 
Dans le cadre du développement et de la progression des  cellules cancéreuses, de 
nombreuses études ont mis en avant le rôle crucial d’enzymes protéolytiques telles que des 
matrix métalloprotéases et des protéines ADAM. En effet, l’activité métalloprotéasique des 
protéines ADAM leur confère la capacité d’interagir avec d’autres protéines et notamment 
celles de la matrice extracellulaire. 
Au niveau des cellules cancéreuses , le stress oxydant et le stress osmotique semblent 
moduler l’activité des protéines ADAM9, 10 et 17 permettant le clivage de pro HB EGF et 
secondairement l’activation de la voie de signalisation EGFR (64),(65). 
Etat de la question 
23 
 
La participation d’ADAM17 au processus de cancérogénèse est clairement établie. En 
effet, le rôle de cette protéine dans le clivage de cytokines et de facteurs de croissance a été 
démontré soit in vitro où ADAM17 activée libère l’amphiréguline induisant une 
augmentation de la prolifération et de la mobilité de  cellules carcinomateuses SCC9 (66), 
soit in vivo dans un modèle de souris nudes, pour lequel le blocage d’expression des protéines 
ADAM10 et 17 provoque une diminution de libération de TNF α ainsi qu’une diminution de 
prolifération des cellules cancéreuses gastriques (67). Ces études montrent bien que le 
clivage et la libération de ligands des protéines ADAM sont impliqués dans le 
développement du cancer. 
D’autres protéines ADAM sont capables de libérer des ligands impliqués dans le 
développement du cancer. Ainsi, ADAM12 est surexprimée dans des cellules de 
glioblastomes humains et est associée à une prolifération des cellules et à la libération de 
l’HB EGF (157). La protéine ADAM28, qui est quant à elle surexprimée dans les cancers du 
sein, contribue à la régulation de la prolifération cellulaire par le clivage de IGFBP 3 (68) .  
Les protéines ADAM en tant que métalloprotéases sont également capables de 
remodeler et de dégrader des protéines de la matrice extracellulaire. ADAM10 coupe le 
collagène de type IV (69), ADAM12 digère la fibronectine et le collagène IV(70) et 
ADAM15 clive le collagène de type IV de la gélatine in vitro (71).  
 
Le domaine métalloprotéasique d’ADAM9 est connu pour sa capacité de cliver 
différents substrats parmi lesquels : la chaine β de l’insuline, la gélatine, la β caséine, la 
fibronectine ou l’APP (Alzheimer amyloid Precursor Protein). Elle est également capable de 
découper la liaison membranaire de certains facteurs de croissance tels l’HB EGF like et ainsi 
d’augmenter leur sécrétion.  
Récemment Kohga et al (72) ont montré une augmentation d’expression de la protéine 
ADAM9 au niveau d’hépatocarcinomes humains comparativement à des tissus sains. Le 
traitement des hépatocarcinomes par sorafenib induit une diminution d’expression 
d’ADAM9. L’activité métalloprotéasique d’ADAM9 participe au clivage de la chaine A du 
complexe majeur d’histocompatibilité (MICA) au niveau des cellules d’hépatocarcinome 
avec pour principale conséquence une moindre reconnaissance par les cellules NK. Ce 
mécanisme provoque l’échappement des cellules cancéreuses à l’immunité antitumorale. 
Zhou  et al ont montré que le  micro RNA MIR 1274a, un modulateur du sorafénib entraine 
une diminution d’expression d’ADAM9 au niveau des hépatocarcinomes (73). 
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L’activité protéasique portée par l’isoforme secrétée de la protéine ADAM9, ADAM9-S, 
induit une migration des cellules de cancer du sein (74). 
3.3. Le domaine disintegrine 
Le domaine disintegrine permet d’interagir avec les intégrines qui sont des récepteurs 
exprimés par les cellules sous forme d’hétérodimères constitués d’une unité  alpha et d’une 
unité béta. Il existe 18 chaines alpha et 8 chaines béta donnant 28 combinaisons possibles. 
Les intégrines participent aux interactions entre cellule et matrice extracellulaire. Ces 
interactions vont assurer une adhérence cellulaire et des interactions cellule – cellule. Le 
domaine disintegrine a un motif commun permettant l’interaction avec les intégrines appelé 
CRXXXXXXCDXXEXC. Grâce à ce domaine, ADAM17 interfère avec l’intégrine a5 b1 
permettant une adhérence focale et cette interaction contribue à la migration cellulaire(75). 
Dans un modèle d’adipogenèse, l’interaction ADAM12 – intégrine b1 induit une 
réorganisation du cytosquelette d’actine et de la matrice extracellulaire. Ces étapes sont 
nécessaires à la différenciation des adipocytes (76).  
 
 Au niveau des différentes étapes de la dissémination métastatique (intravasation, 
interaction avec la matrice extracellulaire, adhérence au niveau d’une niche pré 
métastatique…) le domaine disintegrine de certaines protéines ADAM a un rôle important. 
Ainsi, l’adhésion focale et la migration de cellules humaines de mélanome (les cellules 
G361) reposent sur l’interaction entre la protéine ADAM12 avec l’intégrine a9 b1 (77). La 
protéine ADAM28, surexprimée dans les cancers pulmonaires non à petites cellules et les 
cancers du sein, interagit avec les intégrines α4β1 et α4 β7 et α9β1(78). L’interaction 
d’ADAM28 avec l’intégrine α4β1 va permettre de réguler l’adhérence et la migration des 
lymphocytes au sein de l’endothélium(187). 
Cependant certaines interactions peuvent avoir un rôle inhibiteur, c’est le cas de 
l’interaction de la protéine ADAM15 avec l’intégrine aVb3 qui interfère normalement avec 
la vitronectine pour stimuler l’adhérence et la mobilité des cellules cancéreuses ovariennes. 
La surexpression d’ADAM15 au niveau de ces cellules induit une diminution de l’adhérence 
avec la vitronectine et de la mobilité des cellules cancéreuses(79). 
 
En ce qui concerne la protéine ADAM9, son domaine disintégrine présente des motifs ECD 
(Glu-Cys-Asp) qui vont interférer directement avec des hétérodimères d’intégrines incluant 
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notamment la sous unité β1 (80) et les intégrines a5b5, a6b1(46). L’interaction entre 
ADAM9 et l’intégrine aVb5 est en particulier impliquée dans la régulation de la synthèse 
d’interleukine 6 par des cellules myélomateuses (46).  
ADAM9 agit également avec l’intégrine  a3b1 présente au niveau des cellules du 
parenchyme cérébral, cette interaction participe à l’adhésion et à l’invasion observées au 
cours du processus métastatique (81). L’isoforme de la protéine ADAM9 décrite par 
Mazzocca et al, et sécrétée par les cellules stromales hépatiques est capable d’interagir, grâce 
à son domaine disintegrine, avec l’intégrine α2 β1 et α6 β4, et participe, en plus du domaine 
métalloprotéasique, à l’induction de l’invasion tumorale des cellules (28). 
Afin d’étudier le rôle du domaine disintégrine et riche en cystéine de la protéine ADAM9 
Zigrino et al ont mis au point une protéine recombinant DC9 comprenant ces deux domaines. 
Ils ont ensuite démontré que cette protéine recombinante agit avec la sous unité β1 de 
l’intégrine des kératinocytes et va induire une augmentation de la mobilité des cellules (82).  
Avec cette protéine recombinante, ils ont étudié les interactions fibroblastes – cellules de 
mélanome (48). Ces deux types cellulaires adhèrent grâce aux domaines dinsintegrine et au 
domaine riche en cystéine de la protéine ADAM9. Cette interaction est médiée par des 
récepteurs contenant l’intégrine b1 et va induire une augmentation de l’activité protéolytique 
de la protéine. De plus la protéine ADAM9 est directement impliquée dans l’interaction 
fibroblaste – cellules de mélanome qui vont induire un caractère invasif aux cellules de 
mélanomes. 
3.4. Le domaine riche en cystéine  
Ce domaine a une action dans l’adhérence cellulaire et la reconnaissance de substrats. La 
participation de ce domaine aux processus d’adhérence et de migration est notamment 
illustrée par l’interaction entre ADAM12 et les syndécanes qui constitue l’étape préliminaire 
à la liaison du domaine disintégrine d’ADAM12 avec la sous unité b1 des intégrines.  (83). 
Pour ADAM9, cette fonction a également été illustrée par les travaux de  Zigrino et al (48) 
décrits précédemment : ils ont conçu une protéine recombinante DC9 correspondant au 
domaine disintégrine et riche en cystéines d’ADAM9, laquelle semble être le support de 
l’adhérence des cellules de mélanome aux fibroblastes et constituerait donc un support à 
l’extension du mélanome. Cette protéine recombinante DC9 a permis de démontrer que le 
domaine riche en cystéine est principalement responsable de l’intéraction de la DC9 avec les 
fibroblastes. Le rôle du domaine riche en cystéines dans les phénomène de reconnaissance de 
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substrat s’illuste par les travaux de Janes et al qui ont montré que le domaine riche en 
cystéine d’ADAM10 a une forte affinité pour le complexe EphA3/ephrin-A5. Cette 
interaction modifie la conformation du domaine métalloprotéasique de la protéine qui devient 
capable de cliver l’ephrin-A5, protéine impliquée dans les processus de neurodéveloppement 
(84). 
 
3.5. Le domaine cytoplasmique 
Ce domaine est assez variable selon les protéines ADAM. Il contient des motifs de 
reconnaissance pour des protéines de signalisation. Les principales fonctions sont d’une part 
la régulation de l’activité métalloprotéasique de la protéine et d’autre part la localisation de la 
protéine ADAM au niveau de la membrane cellulaire. 
Le motif le plus connu est un site PXXP qui peut permettre la fixation de protéines ayant des 
domaines SH3. Certaines ADAM ont des sites de phosphorylation par des sérines thréonines 
kinases ou des tyrosines kinases.  
Deux hypothèses sont envisageables : 
-  Les modifications du domaine intracytoplasmique pourraient induire des 
modifications conformationelles permettant l’activation d’ADAM en clivant le 
prodomaine.  
- Les interactions entre protéines relocalisent la protéine ADAM à des endroits 
spécifiques de la membrane produisant le regroupement des protéines ADAM 
leur permettant d’interagir avec des substrats spécifiques. 
 
Concernant la phosphorylation du domaine intracytoplasmique des protéines ADAM, 
il a notamment été mis en évidence le fait que l’exposition au PMA permet la 
phosphorylation du domaine cytoplasmique d’ADAM 9 dans sa partie proximale via  la PKC 
delta. Cette phosphorylation stimule l’activité métalloprotéasique, illustré par la mise en 
évidence du clivage d’HB-EGF. L’inhibition de ce mécanisme a été confirmée par des 
cellules exprimant une protéine ADAM9 mutée au niveau cytoplasmique. (85). Le même 
processus est à l’origine de la libération de TNFa par ADAM17 suite à la stimulation par  le 
PMA. La protéine ADAM17 va être activée par phosphorylation de son domaine 
cytoplasmique permettant le clivage et la libération de TNF α(86). 
L’hypothèse de la mobilité des protéines ADAM au niveau de la surface de la cellule, 
est supportée par l’observation de l’action de la protéine PKC epsilon sur la translocation de 
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la protéine ADAM12 au niveau de la surface cellulaire (87). Le même mécanisme a 
également été observé pour ADAM17 dont la phosphorylation de la thréonine 735, induit la 
translocation de la protéine au niveau de la surface de la cellule (88).  
Ce domaine participe également à la régulation de maturation de la protéine ADAM9 et de sa 
localisation cellulaire(89). En particulier, le domaine cytoplasmique d’ADAM9 présente des 
motifs fixant SH3 qui interagissent avec des protéines telles que l’endophiline 1 (SH3GL2), 
SH3PX1 ou la MAD 2 (Mitotic Arrest Deficient 2) (90). Ces protéines sont impliquées dans 
l’endocytose et dans le transport des vésicules régulant de façon post transcriptionelle 




Figure 6 : Les fonctionnalités communes des différents domaines des protéines 
ADAM et leur implication dans le cancer d’après Rocks et al (26) 
 
 
Les protéines ADAM, grâce à leurs différents domaines et fonctionnalités, vont participer au 
développement du cancer et aux interactions avec les cellules environnantes et la matrice 
extracellulaire (figure 6). 
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4.  Potentiel rôle d’ADAM comme biomarqueur dans le cancer 
 
Le rôle de certaines protéines  ADAM en tant que biomarqueur commence à émerger. En 
effet, en tant qu’aide diagnostic, Roy et al ont montré que le taux urinaire d’ADAM12 est 
augmenté chez les femmes ayant un cancer du sein comparativement à des femmes saines 
(91). La sensibilité de ce marqueur est de 94 % avec une spécificité de 85 %. De forts taux 
d’ADAM12 ont également été observés  dans les urines de patients atteints de cancer de la 
vessie. Dans cette pathologie, les taux urinaires corrèlent avec le stade de la maladie : ils 
diminuent après le traitement chirurgical et progressent en cas de reprise de la maladie. Ces 
résultats suggèrent que la mesure du taux urinaire d’ADAM12 pourrait être un marqueur de 
suivi pour les patients atteints de cancer de la vessie (92). 
Dans le cancer du poumon non à petites cellules, Kuroda et al ont montré que la 
concentration sérique d’ADAM 28 est augmentée environ de 5 fois par rapport à la normale. 
Ce taux sérique augmente avec le stade de la maladie démontrant un potentiel rôle de 
marqueur diagnostique et pronostique d’ADAM 28 dans le cancer pulmonaire non à petites 
cellules (93). 
En tant que marqueur pronostique, Mc Gowan et al ont démontré que des patientes atteintes 
d’un cancer du sein et ayant de forts taux d’expression de la protéine ADAM17 ont une 
survie globale diminuée de manière significative (94). Dans le cancer de la prostate, 
l’augmentation d’expression d’ADAM9 est associée de manière significative à une 
diminution de la  survie sans progression (95). Comme ADAM 17 dans le cancer du sein, le 
facteur de pronostic d’expression ADAM9 est un facteur indépendant des autres facteurs 
pronostiques de la maladie tels que la taille de la tumeur, le grade de Gleason. 
Enfin, en  tant que marqueur prédictif de réponse au traitement, il a été mis en évidence que 
les femmes souffrant d’un cancer du sein récidivant et traitées par tamoxifène présentent une 
meilleure réponse au traitement lorsque les cellules cancéreuses présentent un fort taux 
d’ARN d’ADAM9 et d’ADAM11 (96). 
L’ensemble de ces études démontrent le rôle potentiel des protéines ADAM  en tant que 
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Les protéines ADAM sont donc impliquées grâce à leurs différents domaines dans les 
diverses étapes de la carcinogenèse. Cependant la modulation d’expression des 
protéines ADAM et plus particulièrement de la protéine ADAM9 dans le processus de 
dissémination métastatique reste encore méconnu. Au niveau de cellules cancéreuses 
humaines, des conditions de stress osmotique et oxydatif vont induire une 
augmentation de libération d’ HB-EGF via l’activation des protéines ADAM9, 10 et 
17 (64) (65). De plus au niveau de cellules cancéreuses de prostate, en condition de 
stress tel que l’hypoxie, la confluence des cellules et l’exposition au peroxyde 
d’hydrogène, l’expression de la protéine ADAM9 est augmentée. En effet une 
exposition des cellules cancéreuses humaines à des concentrations élevées en H2O2 
induit une augmentation de l’expression de la protéine ADAM 9 et de façon dose 
dépendante(45).  
Le fait que l’expression d’ADAM 9 soit influencée par le stress oxydant cellulaire 
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CHAPITRE III : IMPLICATION DU STRESS OXYDANT DANS 
L’ONCOGENESE ET LE DEVELOPPEMENT TUMORAL 
 
1. Les FRO 
 
Un radical libre est une molécule dont un ou plusieurs électrons sont non appariés sur 
l'orbitale externe d'un ou plusieurs de ses atomes. Cette propriété confère aux atomes ayant 
des électrons non appariés ou aux molécules qu’ils forment une très grande instabilité et une 
extrême réactivité chimique (97).  
Chez l’homme et chez l’animal, l’oxygène tient une place centrale parmi toutes les molécules 
susceptibles de former des radicaux libres. Plusieurs radicaux libres dérivent de l'oxygène par 
des réductions d’un électron. Ce sont principalement l'anion superoxyde (O2
•-) et le radical 
hydroxyle (OH•). D'autres molécules dites espèces actives de l'oxygène ne sont pas des 
radicaux libres à proprement parler mais contribuent au stress oxydant en tant que précurseurs 
de radicaux. Parmi elles, on peut citer le peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou le nitroperoxyde 
(ONOOH). L'ensemble de ces radicaux libres et de leurs précurseurs dérivés de l’oxygène 
sont appelés Formes Réactives de l'Oxygène (FRO) ou Reactive Oxygen Species (ROS)(97). 
Leur concentration intracellulaire est ainsi finement régulée. Une accumulation intracellulaire 
excessive définie le stress oxydant(98). Il peut être dû à un excès de production de FRO et/ou 
à un défaut des systèmes anti-oxydants. 
Les FRO peuvent provoquer des dommages cellulaires irréversibles en réagissant avec 
l’ADN, les lipides et les protéines. Ce stress oxydant va être responsable d’une oxydation de 
molécules intracellulaires avec des conséquences biologiques variables. 
 
2. Implication dans le cancer 
 
Il est actuellement reconnu qu’une large proportion des tumeurs malignes présente une 
augmentation de la concentration intracellulaire de FRO, comparativement aux tissus non 
tumoraux (99). Une concentration de FRO supérieure aux cellules saines a été observée dans 
des lignées tumorales établies (100),(101),(102) ainsi que dans des tumeurs primaires 
(103),(104),(105) en particulier pour l’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène.  
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Des signes indirects d’une augmentation du stress oxydant ont également été mis en évidence 
chez des patients atteints de diverses tumeurs (rein, sein, colon, rectum, cerveau, lymphomes), 
notamment par l’observation d’une augmentation des taux de produits oxydés de l’ADN (8-
oxo-G, 8-oxo-dG) et des produits de peroxydation lipidique (106),(107),(108). De plus, des 
études ont montré la diminution d’activité d’enzymes anti oxydantes dans des lignées de 
cellule cancéreuses (109) et des tissus cancéreux telle que l’activité SOD dans des tissus 
cancéreux colorectaux (110), de la glutathion peroxydase dans des tissus de cancer 
pulmonaire (111). Ces résultats suggèrent une dérégulation de l’homéostasie du système 
rédox et une adaptation des cellules cancéreuses au stress oxydant.  
 
Le développement du cancer est un processus multi étapes. La transformation d’une cellule 
normale en une cellule cancéreuse fait intervenir de nombreux évènements aussi bien 
moléculaires que cellulaires. L’oncogenèse se définit par 3 grandes étapes qui sont 
l’initiation, la prolifération et la progression. Ce processus de transformation maligne aboutit 
à la formation d’un cancer. 




Figure 7 : Influence du stress oxydant aux grandes étapes de l’oncogenèse d’après 
Valko et al (112) 
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Les formes réactives de l’oxygène agissent aux différentes étapes de l’oncogénèse par deux 
grands types de mécanisme : un effet mutagène (ou « génétique ») et un rôle de second 
messager dans la transmission de signaux intracellulaires.  
 
Lors de l’étape d’initiation, la cellule normale va accumuler des altérations génétiques et 
épigénétiques qui aboutissent à l’acquisition par la cellule de caractéristiques anormales. La 
cellule normale peut subir un stress oxydant chronique provenant de différentes sources telles 
que des carcinogènes exogènes (cadmium, trioxyde d’arsenic, Chrome…), des substances 
chimiques (le butoxyéthanol…) ou des radiations ionisantes génèrant des formes réactives de 
l’oxygène au niveau de la cellule que ce soit directement ou par activation de sources 
endogènes de production de FRO (113).  
 
Durant la phase de prolifération, il va se produire une croissance cellulaire qui est due à 
une division accrue et à un échappement des cellules à l’apoptose. De plus certaines cellules 
ayant une instabilité génétique vont acquérir de nouvelles transformations au niveau de 
l’ADN. L’étape de prolifération nécessite le maintien d’un stress oxydant. Celui-ci est 
capable de moduler le potentiel redox de la cellule et donc de modifier l’expression des gènes 
au niveau de la prolifération de la tumeur. Alors que de forts taux de FRO peuvent induire 
l’apoptose, l’exposition des cellules à de plus faibles taux sont capables de stimuler la 
croissance tumorale (114). La concentration de formes réactives de l’oxygène au niveau de la 
cellule est très importante à cette étape qui peut être réversible. 
 
La progression est la dernière étape de l’oncogenèse. Cette étape est irréversible et se 
caractérise par une instabilité génétique et une perturbation de l’intégrité chromosomique. 
Les cellules vont interagir avec le microenvironnement et acquérir de nouvelles 
fonctionnalités avec notamment des capacités de migration permettant l’invasion tumorale, la 
mise en place d’un système de vascularisation assurant une croissance plus importante. Le 
stress oxydant, parmi d’autres facteurs environnants, va favoriser l’acquisition de nouvelles 
capacités cellulaires (115).  
 
 





Figure 8 : Boucle d’amplification du stress oxydant dans le cancer d’après 
Trachootham et al (116) 
 
 
Les formes réactives de l’oxygène générées par des sources endogènes ou exogènes créent 
des dommages de l’ADN induisant une modification du matériel génétique avec notamment 
une perte des fonctions de réparation de l’ADN ainsi qu’une perte de fonctionnalité de la 
protéine p53, inductrice de l’apoptose. Ces modifications provoquent une instabilité 
génétique activant des oncogène, des aberrations métaboliques, des dysfonctionnements 
mitochondriaux associés à une diminution d’activité des enzymes anti oxydantes. Cette 
boucle d’amplification augmente le stress oxydant au niveau de la cellule cancéreuse 
maintenant une instabilité génétique et le développement du cancer (figure 8). Les formes 
réactives de l’oxygène vont donc agir à toutes les étapes de l’oncogenèse grâce à cette boucle 
d’amplification du stress oxydant maintenant une instabilité génétique cellulaire. 
 
 
Le stress oxydant est impliqué dans la plupart de ces propriétés (117). Nous allons décrire, 
dans la suite de ce chapitre, leur implication dans les différentes fonctions d’une cellule afin 
d’obtenir un phénotype malin. 
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2.1. Effet des FRO sur l’instabilité génomique 
Les  formes réactives de l’oxygène telles que le H2O2, le O2
.- le HOCl et le HO sont capables 
d’induire des mutations au niveau de l’ADN (118) à l’étape d’initiation du cancer. 
Parmi ces lésions dues aux stress oxydant, le 8 OHdG (8 hydroxydeoxyguanosine), résultant 
de la réaction entre le radical hydroxyl et la guanine, est la mutation est la plus étudiée et la 
plus répendue du fait de ses propriétés hautement mutagènes. Il a été notamment été montré 
que le taux de 8OHDG est significativement élevé dans les hépatocarcinomes, dans les 
cancers du sein (119), de l’ovaire (120) ainsi que dans des modèles animaux de cancer (121), 
(122). De plus cette mutation a un rôle en tant que biomarqueur de stress oxydant et la 
mesure du nombre de mutations permet de définir la quantité de stress oxydant au niveau de 
la cellule (123). Le taux de 8OHDG peut être mesuré au niveau de différentes matrices 
biologiques telles que les urines (124), le sérum (120). 
L’ADN mitochondrial est plus sensible au stress oxydant que l’ADN nucléaire. De 
nombreuses études  (125) ont montré que des mutations produites par les formes réactives de 
l’oxygène sur l’ADN mitochondriale sont impliquées dans la prolifération de nombreux 
cancers. Il existe deux types de mutations de l’ADN mitochondrial : des mutations 
tumorigènes qui ont un rôle inhibiteur des phosphorylations oxydatives de la chaine 
mitochondriale provoquant ainsi une augmentation de FRO et une prolifération des cellules 
cancéreuses et des mutations adaptatives qui vont faciliter la survie tumorale dans de 
nouveaux environnements comme notamment lors de l’invasion tumorale (126).  
 
2.2. Implication des FRO dans l’inflammation  
Au cours de l’inflammation chronique, les polynucléaires neutrophiles et les macrophages 
vont libérer, via la chaine respiratoire mitochondriale, des formes réactives de l’oxygène et de 
l’azote. Ces espèces réactives joueraient un rôle majeur dans le développement de la tumeur 
maligne (127). De plus, les cellules de l’inflammation sont capables de secréter des cytokines,  
des chimiokines telles que le TNF α, l’interleukine 6 (Il6) et l’interleukine 8 (Il8) qui vont 
recruter d’autres cellules de l’inflammation et agir sur les cellules cancéreuses. En effet, sur 
un modèle murin, le blocage du gène codant pour le TNFα inhibe la formation de cancer de la 
peau induit par le DMBA ou les esters de phorbols (128). Une étude a montré que l’Il6 est 
impliquée dans les différentes étapes du cancer du colon, du développement et l’invasion 
tumorale (129).  
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Enfin l’Il8, une autre chémokine de l’inflammation produite par les monocytes, les 
macrophages et les cellules endothéliales, est impliquée dans la progression de l’invasion 
tumorale au niveau de cellules cancéreuses de colon(130), de la vessie(131) et du 
poumon(132). Certaines pathologies inflammatoires chroniques sont associées à un risque de 
cancer plus élevé ; c’est le cas de l’ulcération colique dans la sélection et le développement de 
cancers colorectaux(133), de même que les gastrites chroniques notamment lors d’une 
infection à Helicobacter Pylori et le cancer gastrique(134). 
 
2.3. Les FRO et l’insensibilité aux signaux antiprolifératifs 
Le stress oxydant joue un rôle dans la perte de l’inhibition de contact cellule – cellule. En 
effet, les dommages induits par le stress oxydant au niveau de l’ADN vont provoquer un 
changement de l’information génétique avec notamment une activation de la protéine P53. 
Une étude a montré que les FRO sont capables d’induire des mutations de l’ADN au niveau 
de l’oncogène p53 et du gène suppresseur de tumeur Ras dans des cancers de la peau induits 
par les UV (135) et dans des cancers pulmonaires(136). De faibles concentrations de H2O2 
entrainent par réduction d’activité de RAC-1 une croissance cellulaire malgré la confluence 
importante des cellules de fibroblastes(137). Ces derniers exposés à des FRO, par 
l’intermédiaire des protéines tyrosine phosphatases, sont capables d’avoir une croissance 
cellulaire malgré une inhibition de contact cellule-cellule en mimant la signalisation produite 
par les intégrines en intracellulaire (138). De plus les FRO sont capables de diminuer la 
dépendance d’ancrage afin de permettre une croissance cellulaire (139).  
 
2.4. Effet des FRO sur le potentiel de réplication illimitée de la cellule 
Les FRO sont impliquées dans l’activité des télomérases. A chaque division cellulaire, on 
constate un raccourcissement progressif des télomères et une dégénérescence de la cellule. La 
télomérase maintient les télomères à une certaine longueur permettant à la cellule cancéreuse 
de se développer de manière infinie. Les télomères sont sensibles à l’exposition au H2O2. 
L’activité télomérase a donc une action plus importante au niveau des cellules cancéreuses 
exposées à un stress oxydant qui se répliquent de manière infinie (140) (139).  
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2.5. Rôle des FRO dans l’autonomie de croissance et l’échappement à l’apoptose 
Les concentrations et la durée d’exposition des FRO au niveau des cellules influencent 
l’activation sélective de facteurs de transcription vers la mort cellulaire ou la prolifération 
cellulaire. Ainsi, en culture de lignées cellulaires immortalisées ou transformées,  l’ajout au 
milieu de culture de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogène (moins de 1μM) 
augmente la prolifération cellulaire (141),(142). 
A l’inverse, de fortes concentrations d’agents antioxydants telles que la N-Acétyl-Cystéine 
(NAC) (20-100mM) ou la catalase (CAT) peut, dans certains modèles, réduire la prolifération 
tumorale et induire l’apoptose (143),(101). 
Ces protéines cibles vont permettre aux FRO d’avoir des actions cellulaires par activation 
notamment de cascades de signalisation maintenant des signaux de prolifération et échappant 
ainsi à l’apoptose. 
 
2.6. Voies de signalisation activées par les FRO 
Le stress oxydant en tant que second messager peut également activer certaines voies de 
signalisation cellulaire en jouant sur des molécules cibles qui peuvent être des protéines 
tyrosines kinase ou sérine thréonines kinase telles que la protéine kinase C, impliquée dans 
l’invasion tumorale (144),(145), des protéines de la famille des SRC kinases , ou en activant 
des facteurs de transcription tels que l’ « hypoxia inducible transcription factor 1 alpha » 
HIF1 α qui initient l’expression de gènes. 
 
2.6.1. La PKC 
La PKC appartient à la famille des sérines thréonines kinases qui sont impliquées dans le 
contrôle de fonctions de nombreuses protéines en phosphorylant leurs groupes hydroxyls de 
sérines et leurs résidus thréonine amino acides. Une étude a montré que les FRO provoquent 
la libération de calcium en intracellulaire activant la PKC qui va réguler de nombreuses 
fonctionnalités des cellules telles que la prolifération, la différenciation, la migration et 
l’apoptose (145). L’activation de la voie de signalisation PKC induit par les FRO a un rôle 
important dans la migration des cellules humaines HepG2 (144). De plus elle augmente le 
potentiel métastasique d’une lignée de cellules cancéreuses pulmonaires en surexprimant le 
facteur de transcription HIF(146) . La PKC est impliquée dans les phénomènes d’adhérence et 
de migration des cellules tumorales. Techasen et al ont démontré qu’un substrat de la protéine 
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kinase C est impliqué dans l’adhérence cellulaire et la mobilité des cellules de 
cholangiocarcinome par régulation de la structure du cytosquelette (147).  
Ces résultats sont confirmés, au niveau des cellules de cancer du rein, par Brenner et al qui 
observent que la PKC delta a un rôle crucial dans la modulation de la migration des cellules 
cancéreuses par l’intermédiaire de l’expression de l’intégrine β1 et de kinase d’adhérence 
(FAK) (148). Au niveau de cellules de mélanome métastatiques, la surexpression des PKC α 
et δ, et en parallèle une augmentation de l’activité de la protéine SRC convertit les cellules de 
mélanome en un phénotype plus invasif médié notamment par l’expression de l’intégrine αV 
β3 (149). Le domaine de régulation et le domaine catalytique de la protéine kinase c sont 
modulés par le peroxyde d’hydrogène dans des cellules d’astrocyte. L’activité de la protéine 
kinase C est augmentée en présence de peroxyde d’hydrogène (150),(151). 
Du fait de l’implication de cette protéine dans la migration, la prolifération et la survie 
cellulaire, l’activation de celle-ci est une voie impliquée dans la carcinogenèse induite par les 
FRO. 
 
2.6.2. Les protéines SRC 
Ces protéines appartiennent à la famille des tyrosines kinases n’ayant pas de récepteurs. Elles 
peuvent être activées par les FRO. En effet le peroxyde d’hydrogène (152) phosphoryle les 
tyrosines des récepteurs de croissance tel que le PDGFR grâce à l’activité des protéines SRC 
afin de jouer son rôle de second messager dans la transduction du signal dans différents types 
cellulaires incluant les fibroblastes, les lymphocytes B et T, les macrophages et les cellules 
myéloïdes. D’autres sources de FRO activent la protéine SRC telles que le trioxyde 
d’arsenic(153), le métal Chrome(154) les radiations par les ultra violets(155).  
Kopetz et al (156) ont montré in vitro que les FRO intracellulaires générées après traitement 
par oxaliplatine au niveau de cellules cancéreuses du colon active la protéine SRC. En effet, le 
prétraitement de cellules cancéreuses du colon par des antioxydants est capable d’inhiber cette 
voie et de ce fait l’association du dasatinib, en tant qu’inhibiteur de la protéine SRC, avec 
l’oxaliplatine aurait un effet synergique sur la diminution de prolifération et d’angiogenèse 
des cellules cancéreuses de colon. 
De nombreuses études ont montré que la protéine SRC est impliquée dans les processus de 
carcinogenèse tels que la migration, l’invasion tumorale et l’angiogenèse (157). Elle participe 
à l’activation de nombreuses voies de signalisation et notamment l’activation de récepteurs 
oncogéniques, tels que l’EGFR, le FGFR, le PDGFR, le HER2 et le VEGFR. La 
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surexpression de la protéine SRC est retrouvée dans de nombreux cancers. Dans le cancer de 
la prostate, la protéine SRC est surexprimée de façon stade dépendant. De plus elle est 
associée à une progression du cancer du stade androgène dépendant au stade androgène 
indépendant (158). Dans le cancer du colon (159) et du sein (160),(161), l’activité de la 
protéine SRC est corrélée à un mauvais pronostic. De plus une étude a montré une interaction 
étroite entre EGFR et SRC au niveau de cellules cancéreuses du sein (160). Enfin, une étude a 
démontré que le PMA (inducteur de la protéine kinase C) induit la migration des cellules de 
glioblastome via SRC. La protéine kinase C induit la formation et l’activation d’un complexe 
Cas/Crk/Rac1. Ces effets sont bloqués par l’inhibition de la protéine SRC (162). 
 
Deux voies principales de signalisation sont activées par les FRO assurant la prolifération et 
la survie cellulaire.  
· La voie de PI3 kinase/ Akt est une voie de signalisation modulée par les FRO. En effet  
Mochizuki et al ont démontré que les FRO activent la voie de signalisation AKT 
permettant la survie cellulaire des cellules cancéreuses pancréatiques (163). De plus le 
blocage des FRO induit l’apoptose des cellules démontrant ainsi le rôle important du 
stress oxydant sur la voie de signalisation PI3 kinase/Akt. 
 
· Une des cascades de signalisation importante impliquée dans l’invasion tumorale induite 
par les ROS est la voie des MAP kinases. Comme décrit précédemment la PKC est 
activée par les FRO et activent de nombreuses fonctionnalités cellulaires. Une étude a 
montré que les FRO activaient la PKC celle-ci par la cascade de signalisation des 
MAPKinase et plus particulièrement ERK induisant la migration des cellules HepG2 
(144). De faibles concentrations de peroxyde d’hydrogène provoquent l’expression et 
l’activation des kinases ERK1/2 et p38 dans des cellules épithéliales mammaires 
parallèlement à leur transformation maligne(164). De même dans des cellules 
cancéreuses de colon l’exposition à de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogène va 
activer les voies de signalisation JNK et ERK et entraine l’invasion tumorale des 
cellules(165). 
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2.7. Les FRO dans le changement du métabolisme énergétique de la cellule 
cancéreuse 
Les cellules cancéreuses ont la capacité de modifier ou de reprogrammer leur métabolisme 
notamment par l’effet de Warburg caractérisé par une augmentation de l’activité de la 
glycolyse. Récemment, l’hypoxie a un rôle important au niveau des fibroblastes associés aux 
cellules cancéreuses (CAFs) sur  la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses 
associant une activité glycolytique et respiratoire par l’intermédiaire du peroxyde 
d’hydrogène. En effet les cellules cancéreuses vont libérer de l’H2O2. Celui-ci agit sur les 
cellules du microenvironnement et notamment sur les CAFs induisant une augmentation 
d’expression d’HIF et une libération accrue d’ions lactates. Les ions alimentent les cellules 
aérobies cancéreuses fournissant une production énergétique par la chaine respiratoire. 
L’action de la NAC (N Acétyl cystéine), un mimétique de la glutathion peroxydase, sur ce 
microenvironnement provoque l’apoptose des cellules cancéreuses confirmant le rôle des 
FRO dans le changement de métabolisme énergétique de la cellule cancéreuse (166),(167). 
 
2.8. Effet des FRO sur l’échappement au système immunitaire 
La théorie de l’immunosurveillance suggère que les cellules et les tissus sont constamment 
surveillés par le système immunitaire et que cette surveillance permet de reconnaitre et 
d’éliminer un certain nombre de cellules cancéreuses naissantes. Cette théorie s’illustre par 
l’augmentation de la fréquence des cancers chez les patients immunodéprimés ou par le 
développement de tumeurs dans des modèles de souris dont certains gènes impliqués dans 
l’immunité antitumorale ont été invalidés. 
L’échappement au système immunitaire est une propriété essentielle émergente des tumeurs 








Etat de la question 
40 
 
2.9. Les FRO dans l’invasion tumorale  
 
Les FRO sont impliquées dans les différentes étapes de l’invasion tumorale de la cellule. 
Dans un modèle murin de mélanome agressif, la surexpression de C Met, un facteur activant 
la cascade Redox, va stimuler la production d’H2O2 par la dismutation de l’anion superoxyde 
via la SOD au niveau des cellules. Le blocage de cette cascade inhibe les capacités des 
cellules à développer des métastases pulmonaires (168). Ainsi, Ishikawa et al ont démontré 
qu’une mutation spécifique sur l’ADN mitochondrial est responsable d’un stress oxydant qui 
confère un potentiel métastatique accru à une lignée tumorale dans un modèle de xénogreffe 
(115). De plus, l’invasion et les capacités métastatiques de la cellule sont associées à un taux 
élevé du facteur de transcription HIF. La surexpression d’HIF est également observée dans de 
nombreuses lignées de cellules cancéreuses(169), suggérant un lien direct entre le stress 
oxydant et le programme pro-invasif déclenché par ce facteur de transcription. Dans ce 
modèle, l’inhibition de la production de FRO par la NAC et l’Ebselen réduit le potentiel 
métastatique des lignées cellulaires hybrides.  
L’intervention du stress oxydant dans les capacités de dissémination métastatique et le 
caractère agressif de la maladie cancéreuse ont également été démontrés pour trois lignées de 
cellules de cancer de prostate PC3, DU145 et LNCaP (170). Dans ces modèles, la source de 
FRO repose sur l’activité des NADPH oxydases extra mitochondriales. L’inhibition de la 
NADPH oxydase par le diphényliodonium (DPI) provoque une diminution de la 
prolifération, de la migration et de l’invasion cellulaire par une action sur la cascade 
d’ERK1/ERK 2, la MAP kinase-P38 et la protéine kinase B. L’effet différentiel du DPI, qui 
inhibe les NOX et  donc la production des FRO,  et de la NAC, qui détoxifie les FRO,  
suggèrent que dans ce modèle, les FRO interviennent en tant que médiateurs de signalisation 
cellulaire plutôt que par toxicité directe.  
Le stress oxydant provoque la formation de protrusions de la membrane cellulaire 
interagissant avec la matrice extracellulaire  et stimulant la motilité de la cellule ; les 
invadopodes. Dans de nombreuses lignées de cellules cancéreuses, les NOX sont concentrées 
et activées au niveau de ces invadopodes (171) dont le nombre diminue lors de l’inhibition de 
la NADPH oxydase (172). L’H2O2 induit également une meilleure adhérence cellulaire, un  
chimiotactisme des cellules et la formation de fibres remodelant ainsi le cytosquelette (173). 
Les FRO sont impliquées dans le remodelage du cytosquelette et de la motilité des cellules 
cancéreuses pour interagir avec la matrice extracellulaire. 
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2.10. Les FRO dans l’angiogenèse 
 
Les formes réactives de l’oxygène participent à l’angiogenèse physiologique et tumorale. 
Durant la formation de néovaisseaux, les cellules endothéliales vont proliférer, migrer et 
s’organiser pour former une structure tubulaire sous l’action de facteurs de croissance 
spécifiques qui sont le VEGF, le FGF-2 et les angiopoiétines. Les espèces réactives de 
l’oxygène peuvent jouer un rôle à différents stades : soit en stimulant la libération locale de 
facteurs angiogéniques, soit en activant les cellules endothéliales. 
 En particulier, le facteur HIF, dont l’action est induite ou stabilisée  par le stress oxydant et 
notamment le peroxyde d’hydrogène et le monoxyde d’azote (174), est un des principaux 
inducteurs du VEGF qui est l’un des facteurs angiogéniques les plus étudiés. Ce mécanisme 
de stimulation de l’angiogénèse a notamment été observé dans des modèles de cancers de 
l’ovaire(175) et de glioblastomes(176). 
De plus, les FRO semblent  induire l’activité d’HIF par stimulation de la voie de signalisation 
mTOR/S6 kinase(177) soit de manière directe en modifiant le potentiel redox de la protéine 
mTOR(178), soit indirectement en inhibant PTEN(179).   
Au niveau des  cellules endothéliales, le NO et l’H2O2 ont un rôle de second messager du 
VEGF dans l’angiogenèse permettant la prolifération des cellules endothéliales et la 
formation tubulaire des cellules (180). Le NO agit sur le recrutement de cellules 
périvasculaires durant l’angiogenèse, la formation de vaisseaux et la mise place tubulaire des 
cellules endothéliales vasculaires (181). L’H2O2 quant à lui, au niveau de cellules 














































La dissémination métastatique englobe de nombreuses étapes comprenant notamment la 
migration des cellules cancéreuses et le développement de celles-ci au niveau d’un site 
secondaire avec la mise en place d’un microenvironnement tumoral ainsi qu’une angiogenèse 
permettant aux cellules de proliférer et de se développer. Ces deux étapes sont  
fondamentales dans l’évolution du cancer et reposent sur des fonctionnalités spécifiques des 
cellules cancéreuses notamment leur capacité d’adhérer et d’interagir avec le 
microenvironnement et leur potentiel à remodeler et dégrader de la matrice extracellulaire. 
Les protéines ADAM supportent ces diverses fonctionnalités grâce à leur domaine 
extracellulaire et plus particulièrement le domaine métalloprotéasique et disintegrin.  
Cependant les mécanismes de régulation d’expression des protéines ADAM et plus 
particulièrement d’ADAM9 restent méconnus.  
 L’article de Sung et al (45) démontre le rôle du stress oxydant dans la modulation 
d’expression d’ADAM9 au niveau des cellules cancéreuses prostatiques. Cet article suggère 
qu’ADAM9 puisse être l’un des effecteurs responsable du processus disséminatif induit par 
le stress oxydant.  
Ce travail a eu pour objectif de déterminer si la modulation d’ADAM9 par le stress oxydant 
est présente dans un autre modèle cellulaire et d’évaluer la conséquence de l’expression de 
cette enzyme sur l’invasion tumorale et l’angiogenèse.   
 Un modèle de cellules cancéreuses pulmonaires nous a permis d’étudier la régulation 
d’expression et d’activité métalloprotéasique des isoformes de la protéine ADAM9 par le 
stress oxydant.  Ce modèle validé nous a conduits à nous interroger sur les conséquences de 
cette modulation sur l’adhérence et la mobilité cellulaire, éléments clés de la dissémination 
métastatique. 
Ayant confirmé le premier point, nous avons cherché à moduler l’adhérence et 
l’invasion tumorale induite par le stress oxydant via une action sur l’expression de la protéine 
ADAM9 ; l’objectif étant de développer une nouvelle approche thérapeutique. La protéine 
kinase SRC et la protéine kinase C sont deux voies de signalisation modulées par le stress 




impliquées dans une voie de signalisation reliant SO, ADAM9 et invasion. Ces données nous 
ont conduits à tester différents modulateurs pharmacologiques de ces voies de signalisation et 
à évaluer l’impact de ces agents sur l’expression d’ADAM9 puis sur les techniques de 
migration et d’adhérence in vitro. Différents modulateurs pharmacologiques ont donc été 
utilisés : 
 Concernant la PKC, le PMA a été utilisé en tant qu’inducteur et la staurosporine en tant 
qu’inhibiteur 
 Concernant la protéine SRC, le dasatinib a permis d’inhiber celle-ci.  
Suite aux techniques in vitro, un modèle de dissémination métastatique in vivo a été mis au 
point. 
 L’angiogenèse étant une autre étape fondamentale de la dissémination métastatique, 
sous influence du stress oxydant, nous nous sommes interrogés sur l’implication de la 
protéine ADAM9 dans l’angiogenèse. Une étude sur un modèle murin de dégénérescence 
maculaire a montré la participation d’ADAM9 au processus de néo-vascularisation (183). Ils 
suggèrent notamment que cet effet est médié par le clivage et la libération de facteur pro-
angiogénique par le domaine métalloprotéasique des protéines ADAM. Au niveau des 
cellules cancéreuses pulmonaires, le rôle de la protéine ADAM9 sur l’angiogenèse a été 
exploré in vitro et in vivo à l’aide un modèle murin de tumeurs sous cutanées obtenues à 
partir de cellules cancéreuses ayant une extinction ou non de la protéine ADAM9. Cette 
démarche a été approfondie en déterminant l’influence d’ADAM9 sur des facteurs 















 MATERIELS ET METHODES 
 
Lignées cellulaires et matériels 
Les cellules A549 sont cultivées avec du DMEM supplémenté avec 1% de pénicilline et 
streptomycine, 1% d’HEPES, 1% de ciprofloxacine, 2% de pyruvate de sodium et 10%  de 
sérum de veau fœtal décomplémenté. Dans certaines expériences telles que l’exposition au 
peroxyde d’hydrogène, elles sont incubées dans du DMEM seul. Les cellules HUVEC 
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sont cultivées avec du milieu basal pour cellules 
endothéliales supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal, 1% de ciprofloxacine et 1% de 
Pénicilline – streptomycine. Le peptide substrat fluorogénique III, les anticorps monoclonaux 
anti-ADAM 9, anti-ADAM17 et anti-ADAM10, la protéine recombinante ADAM9, 
l’anticorps secondaire IgG de souris  marqué à l’horseradish (HRP), les kit Elisa ENA78 et 
Il8, l’anticorps anti CXCR2 (MAB331) sont obtenus auprès de la société R and D system® et 
Abcam. Le CMFDA (ChloroMethylFluorescein DiAcetate) est fourni par Invitrogen®. 
L’anticorps monoclonal anti actine,  le kit d’immunoprécipitation ainsi que le matériel 
nécessaire pour la RT PCR proviennent de chez Sigma. Les tubes permettant la concentration 
du surnageant sont des Vivaspin 6 de chez Sartorius Stedim® (vs0601). Les techniques de 
transfection avec le SiRNA et le lentivirus ADAM9 ont été obtenues chez Santa Cruz. Le 




L’influence du stress oxydant est déterminée par incubation des cellules A549 à des 
concentrations de H2O2 de 1mM pendant 3 h.  
La modulation de la PKC est réalisée par exposition des cellules à un inducteur, le PMA, à 
une concentration de 50ng/ml pendant 12 h, ou à un inhibiteur de la PKC, la staurosporine, à 
une concentration de 50nmol/L pendant 4 h,  associée ou non au H2O2. 
L’évaluation du rôle de SRC a été réalisée par l’utilisation de dasatinib, inhibiteur de SRC, à 
des concentrations comprises entre 100 nM et 350 nM et pour une durée d’exposition de 20 





Western blot  
Les cellules sont décollées puis lysées avec 100µl de RIPA+ antiprotéases et par sonication 
(ultra-sons). Les protéines sont dosées au moyen d’un kit Coomassie plus. Environ 50µg de 
protéines totales sont déposées sur le gel de migration. L’électrophorèse est réalisée en 
condition dénaturante sur un gel d’acrylamide à 7,5%.  
Après la migration, le gel est transféré sur une membrane de nitrocellulose pendant 90 min à 
60V. Celle-ci est saturée par agitation à 4°C pendant la nuit dans une solution de TBS-T 
supplémentée par 5 % de lait écrémé en poudre (Régilait). La membrane est ensuite incubée 
une heure à température ambiante ou la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire dirigé contre la 
protéine d’intérêt (dilution au 1/1000ème pr l’Ac ADAM9). Après 3 rinçages, elle est incubée 
1 heure avec l’anticorps secondaire conjugué à l’horseradish peroxydase (HRP) au 1/1000ème. 
Après 3 rinçages, la révélation se fait par chimioluminescence au moyen du kit ECL plus 
selon les spécifications du fournisseur. 
  
Mesure de l’activité métalloprotéasique des protéines ADAM 9, 10 et 17 
Les cellules A 549 (5x104 cellules/puit) sont exposées aux différents traitements 
pharmacologiques  
Pour l’étude de l’activité sur les cellules en direct, les surnageants sont éliminés et les 
cellules sont rincées et exposées pendant 1 h à un substrat peptidique fluorogénique.  
Pour étudier l’activité du surnageant et du tapis cellulaire séparément, les surnageants 
conservés et les tapis cellulaires sont exposés pendant 1 h à un substrat peptidique 
fluorogénique.  
L’activité métalloprotéasique des protéines ADAM 9, 10 et 17 permet de libérer la partie 
fluorescente 7 méthoxycoumarinique du substrat peptidique fluorogénique (ES0003 de chez R 
and D). L’intensité de fluorescence dans chaque puit est mesurée par cytofluorométrie 
(Fusion ; Packard) à 320nm à différents temps (0, 30, 60 et 120 minutes). La quantification 
cellulaire est déterminée par coloration au cristal violet. Les résultats sont exprimés en 








Immunoprécipitation du surnageant des cellules 
Les cellules A549 sont exposées ou non à 1 mM d’H2O2 pendant 3h. Les cellules sont ensuite 
rincées et laissées au contact d’un tampon Tris pendant 1 h. 
Ce surnageant est récupéré puis concentré au moyen de tubes-filtres « Vivaspin 6 » 
centrifugés à 3000g permettant de conserver des protéines de masse moléculaire inférieure à 
10000 Daltons.  La centrifugation est interrompue lorsque le volume résiduel est de 30 µL soit 
une concentration de 200 fois. Ce volume est mis en contact 1 heure avec l’anticorps 
monoclonal anti ADAM9 afin que l’anticorps se complexe à l’antigène. L’ensemble est en 
contact avec une protéine G agarose, permettant l’immunoprécipitation. La protéine est 
ensuite libérée de son complexe par chauffage avec du β mercaptoéthanol. Elle est enfin 
séparée et révélée par western blot (cf paragraphe western blot). 
 
Test d’adhérence sur cellules endothéliales vasculaires humaines (HUVEC)  
Le test consiste à évaluer la capacité d’adhérence des cellules A549 sur un tapis de cellules 
endothéliales vasculaires humaines. 
 
 
Figure 9 : Technique d’adhérence in vitro 
 
Les cellules HUVEC sont ensemencées à une densité de 2x104 cellules / puit. Le deuxième 
jour, les cellules A549  sont exposées ou non à 1mM de H2O2 pendant 3h puis centrifugées. 
Les culots sont repris avec 1 ou 2ml de DMEM. Les cellules sont rincées et marquées par du 
Celltracker Green CMFDA® (chloromethylfluorescein diacetate). Les cellules marquées  sont 
ensuite co-incubées avec les HUVEC formant un tapis cellulaire confluent dans le fond du 
puit. Après 24 heures de co-cultures, les cellules A549 non adhérentes sont éliminées ; le tapis 
cellulaire est rincé 3 fois avec du PBS. L’adhérence est  mesurée par quantification des 
cellules fluorescentes adhérentes au tapis cellulaire d’HUVEC au microscope électronique 





Technique d’invasion par Matrigel 
 
 
Figure 10 : Technique d’invasion in vitro 
 
Les chambres d’invasion BioCoat Matrigel (Becton Dickinson, Bedford, MA) sont utilisées 
pour mesurer l’invasion cellulaire (figure 14). Les cellules A549 ont été exposées à 0 ou 1mM 
d’H2O2 pendant 3 h. 2x10
4 cellules sont déposées dans la chambre au-dessus du matrigel. Au 
niveau de la chambre basse, le chémo-attractant utilisé est le milieu DMEM supplémenté par 
10% de BSA (Bovine serum albumine). Après 24 heures de migration, les cellules situées au-
dessus du matrigel sont éliminées avec un coton-tige. Les cellules ayant migrées à travers le 
matrigel sont fixées avec 100% de méthanol puis colorées avec 1% de toluidine 
conformément aux recommandations du fournisseur. Les cellules sont comptées par 
microscopie électronique au grossissement x40 à 4 endroits représentatifs du matrigel.  
 
Transfection des siRNA 
a) pour le modèle in vitro : 
Une lignée d’A549 transfectée avec un SiRNA non stable a été effectuée : 
Environ 2x105 cellules A549 sont incubées pendant 24h à 37°C dans des plaques 6 puits avec 
du milieu de culture DMEM supplémenté en sérum de veau fœtal (10%) sans antibiotique 
pour atteindre 80% de confluence. La transfection s’effectue en utilisant 60pmol (6µL) de 
SiRNA (quantité objectivée par western Blot) dilués dans du réactif de transfection et du 
milieu de transfection. Au bout de 5h, du milieu de culture à 20% de SVF et 2% 
d’antibiotique est ajouté dans chaque puit. Les cellules sont incubées pendant 18 à 24h puis 
avec du milieu de culture habituel. Les cellules ainsi transfectées peuvent par la suite être 
utilisées dans les 72 à 96h. L’extinction de l’expression d’ADAM9 et de sa forme sécrétée a 




b) pour le modèle in vivo : 
Pour le modèle in vivo, cette lignée présente comme avantage une extinction permanente 
(pendant plus de 60 jours) de la protéine ADAM9 : 
Les cellules A549 vont être transfectées avec un lentivirus contenant l’ARN interférent 
ADAM9 : à des cellules A549 en cours de divisions à 60 - 80% de confluence il a été ajouté 
60 µl de siRNA couplé à un lentivirus inactivé dilué dans 1ml de solution pour « Transfection 
medium » (permettant de rendre les membranes perméables au lentivirus portant le SiRNA). 
Après 5 heures, du DMEM contenant 20% de SVF et des antibiotiques a été déposé dans 
chaque milieu de culture. Après 24 heures de culture puis plusieurs cultures dans du DMEM, 
la transfection a été objectivée avec un western blot. Afin de s’assurer que les effets observés 
ne sont pas dus au lentivirus vecteur, une lignée de cellules A549 a été transfectée avec le 
lentivirus seul (cellules transfectées témoins).  
 
Technique d’angiogenèse in vitro 
Un dépôt de 30µl de matrigel est préalablement déposé dans une plaque 96 puits. En 
parallèle, les cellules A549 transfectées avec un siRNA ou non sont exposées plus ou moins 
au PMA (50ng/ml pendant 18h). Le lendemain après rinçage, les cellules sont mises en 
contact avec du milieu HUVEC non supplémenté durant 3 heures. 2x104 cellules HUVEC 
sont reprises avec le surnageant récupéré et l’ensemble est déposé sur le matrigel.  
Lors d’une expérience, l’anticorps bloquant anti CXCR2 (5µg/ml) est mis au contact des 
cellules HUVEC en suspension avec le surnageant des différentes lignées cellulaires testées 
lors du dépôt sur le matrigel. Le blocage du récepteur CXCR2, récepteur de l’interleukine 8, 
à l’aide d’un anticorps bloquant anti CXCR2 permet d’étudier le rôle de l’interleukine 8 au 
niveau de la néovascularisation des cellules HUVEC. Après 22h de contact, les membranes 
des cellules HUVEC sont marquées avec la calcéine. La lecture des puits se fait à l’aide du 
microscope à fluorescence avec une longueur d’onde d’excitation de 485nm et d’émission de 
535nm. La technique est reproduite 3 fois. Sur chaque puit, 3 photos représentatives au 
grossissement 20x vont permettre de quantifier la longueur totale d’assemblage des cellules 







RT PCR   
L’extraction de l’ARN des cellules A549 se fait à l’aide du kit RNEasy kit. Les quantités 
d’ARN sont vérifiées à l’aide du nandrop. La rétrotranscription nécessite la présence d’AMV 
Reverse transcriptase (0.5µL/échantillon), d’oligonucléotides et de RNAsin, à l’aide d’un 
thermo cycler (45°C pendant 60 minutes). La  PCR est réalisée sur les gènes IL-8 et ENA 
78 à partir des primers (Il8 sens : ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT, il8 anti sens 
TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTT ; ENA78 sens CGCTCTCTTGACCACTATGAG et 
ENA78 anti sens GCCTATGGCGAACACTTG de chez invitrogen) ; le contrôle interne de 
cette manipulation est le gène de la GAPDH. Les températures utilisées pour la PCR sont les 
suivantes : chauffage à 94°C pendant 2 minutes, puis dénaturation à 98°C pendant 2 secondes 
et  hybridation à 57°C pendant 45 secondes enfin élongation à 72°C pendant 45 secondes. Le 
tout est répété pendant 40 cycles. 
 
Technique d’Elisa pour l’Il8 et ENA 78 
Différentes conditions vont être testées : les cellules transfectées ou non avec le lentivirus 
anti-ADAM9 et exposées ou non au PMA. Le surnageant de 2.5.104 cellules est récupéré 
pour faire l’ELISA. 
A partir du kit Elisa de chez R&D (DX000 pour ENA 78 et D800C pour l’IL8) les puits sont 
réhydratés et mis en contact avec 50 µL de surnageant pendant 2 h. Après un lavage, les puits 
sont incubés pendant 2 h avec l’anticorps conjugué et lavés à nouveau. Le substrat est déposé 
pendant 30 min. Après l’ajout de la solution stop, la lecture se fait par absorbance à 450nm.  
Pour interpréter les résultats, la quantification cellulaire est réalisée par cristal violet. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage d’activité par rapport à des cellules témoins.  
 
Modèle in vivo de xénogreffe 
L’ensemble des souris utilisées pour cette étude sont des souris nude athymiques femelles de 
6 à 8 semaines. Un premier passage sous cutané est réalisé en injectant 1.107 cellules à 3 
souris nude (1 pour chaque groupe) ; les cellules injectées étant les cellules A549 sauvages, 
les cellules A549 transfectées témoins et les cellules A549 transfectées avec le SiRNA 
ADAM9.  Au bout de 14 jours, les tumeurs obtenues en sous cutanées sont explantées et 




5.106 cellules issues de chaque culture sont réinjectées par voie intraveineuse dans la veine 
caudale à 6 souris nudes par groupe. A J45 les souris sont sacrifiées, les poumons et les 
cerveaux sont prélevés et inclus en paraffine. Le pourcentage d’envahissement métastatique 
pulmonaire est mesuré à l’aide du logiciel Image J. Trois lames représentatives de l’organe 
sont analysées. 
 
Croissance tumorale sous cutanée 
5.106 cellules ont été injectées en sous cutanée à des souris nudes. Trois groupes cellulaires 
ont été testés : les cellules A549 sauvages, les cellules A549 transfectées avec le lentivirus 
contrôle et les cellules A549 transfectées avec l’ARN interférent ADAM9. Chaque groupe 
est composé de 3 souris. La taille de la tumeur est mesurée à l’aide d’un pied à coulisse tous 
les 4 jours. Le volume de la tumeur (mm3) est calculé comme suit : plus grand diamètre (mm) 
x plus petit diamètre (mm)2)/2. Les résultats sont exprimés en volume tumoral moyen +/- la 
déviation standard. Les volumes tumoraux sont comparés dans chaque groupe au moment de 
chaque mesure de la taille des tumeurs, c'est-à-dire tous les quatre jours. 
 
Immunohistochimie 
L’immunohistomarquage des lames s’effectue sur des tumeurs obtenues à partir des 
injections sous cutanées de cellules A549, transfectées témoins ou transfectées ADAM9- 
décrites précédemment. Le marquage nécessite un anticorps polyclonal anti CD31 de chez 
Abcam (ab28364) permettant de colorer les cellules endothéliales vasculaires. 
Les lames sont incubées dans la BSA 2% pendant 1h30 les saturant de manière non 
spécifique. Une incubation pendant une heure avec l’anticorps primaire va fixer le CD31.  
Avant de mettre l’anticorps secondaire, les lames sont plongées dans des bains de H2O2 à 
0.3% pour inactiver les peroxydases endogènes. Les anticorps primaires sont révélés par un 
anticorps secondaire de chèvre anti IGG de lapin HRP conjugué de chez Dako. La densité 










Toutes les valeurs des expériences in vitro proviennent d’une moyenne de trois expériences 
indépendantes réalisées en triple. Pour comparer les manipulations entre elles, tous les 
résultats ont été rapportés aux cellules A549 sauvages. 
 Les moyennes sont comparées avec un test d’Anova multivarié. Les statistiques ont été 
analysées à l’aide du logiciel Graphpad Prism 5. Une valeur p<0,05 est considérée comme 
significative et est représentée par « * » sur les graphiques. La valeur p<0,01 est considérée 
comme très significative et est indiquée par « ** » sur les graphiques. Pour une significativité 





























La dissémination métastatique est une évolution redoutable de la maladie cancéreuse 
puisqu’elle représente la principale cause de décès des patients atteints d’un cancer. 
L’invasion métastatique des tumeurs humaines est un mécanisme complexe impliquant à la 
fois des interactions cellule/cellule, cellule/matrice et le microenvironnement. Ce processus 
est régulé par de nombreuses cytokines et de facteurs de croissance qui directement ou 
indirectement vont stimuler le développement de la tumeur et sa survie. Parallèlement les 
cellules tumorales sont le siège d’une production accrue de formes réactives de l’oxygène 
(FRO). En effet la plupart des cellules cancéreuses génèrent de forts taux de FRO du fait 
d’un dysfonctionnement de la chaîne mitochondriale(99) et / ou de le l’hyperactivité de la 
NADPH oxydase(184). Les FRO jouent un rôle important dans l’oncogenèse  par leur 
implication dans la signalisation intracellulaire(115),(164). Ils influencent l’invasion 
tumorale et l’angiogenèse. Cependant les mécanismes moléculaires intimes reliant stress 
oxydant et invasion tumorale restent à déterminer. La protéine ADAM9 est une protéine 
candidate pouvant être impliquée dans l’invasion tumorale induite par le stress oxydant. 
La protéine ADAM9 appartient à la famille des protéines transmembranaires ADAM (A 
disintegrin And Metalloprotease). Elles ont une homologie de structure au niveau de 
l’ectodomaine comprenant un domaine métalloprotéasique et un domaine disintegrine 
permettant des interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire(44),(59). De 
nombreuses études suggèrent que la protéine ADAM9 transmembranaire participe au 
processus d’oncogenèse et plus particulièrement à l’invasion tumorale, de part sa 
surexpression dans le cancer du sein (50), de la prostate (45), pancréatique (49), du rein (95) 
et dans le mélanome (48). ADAM9 est également capable d’induire la migration cellulaire 
des fibroblastes par interaction entre le domaine disintegrin et l’intégrine α6 β1 (185) et des 
cellules myélomateuses par l’interaction avec l’intégrine αV β5(46). Ces éléments plaident en 
faveur d’un rôle d’ADAM9 dans  l’invasion tumorale due au stress oxydant. Cette hypothèse  
est notamment renforcée par les travaux de Sung et al (45) qui ont établi que le stress 
oxydant induit l’expression de la protéine ADAM9 dans des cellules cancéreuses de prostate 




L’objectif de ce travail a consisté à étudier le rôle du stress oxydant sur l’expression  de la 
protéine ADAM9 par le stress oxydant dans un modèle de cellules d’adénocarcinome 
pulmonaire et d’évaluer l’influence de l’expression de cette protéine sur les capacités 
































Ø Principaux résultats 
L’exposition des cellules A549 à 1 mM de peroxyde d’hydrogène pendant 3h induit 
l’expression de la protéine transmembranaire à 80kDa et d’une autre isoforme à 68kDa de 
façon concentration dépendante. La mesure de l’activité métalloprotéasique portée par la 
protéine ADAM9 est simultanément augmentée respectivement de 272% et 422% par rapport 
à  l’activité métalloprotéasique basale après exposition des cellules A549  pendant 3 heures à 
0,2 et 1 mM de peroxyde d’hydrogène.  
La mesure de cette activité de façon dissociée sur le tapis cellulaire et dans le surnageant de 
culture a permis de mettre évidence que l’activité protéasique est particulièrement augmentée 
au niveau du surnageant de culture (200 à 300 %) alors que l’activité mesurée sur le tapis 
cellulaire ne présente pas de variation significative, suggérant l’existence d’une isoforme 
secrétée de la protéine ADAM9. La réalisation d’une immunoprécipitation à partir du 
surnageant a confirmé ce résultat et a permis d’identifier l’isoforme de 68 kDa comme 
étant l’isoforme secrétée d’ADAM9 dont l’expression et l’activité sont induites par le 
peroxyde d’hydrogène. 
Simultanément à l’expression des deux isoformes d’ADAM9, les cellules A549 exposées à 1 
mM de peroxyde d’hydrogène présentent une augmentation très nette de leur capacité 
d’adhérence à des cellules endothéliales vasculaires ainsi qu’une capacité accrue de 
migration à travers le matrigel. La transfection des cellules A549 par un siRNA anti ADAM9 
a permis d’évaluer le rôle que joue cette protéine dans les processus  d’adhérence et 
d’invasion. Malgré une exposition à 1 mM de peroxyde d’hydrogène, l’extinction de 
l’expression des deux isoformes d’ADAM9 provoque une diminution d’adhérence aux 
cellules endothéliales de 5.45 fois et d’invasion de 7.37 fois par rapport aux cellules 
sauvages. Ces résultats suggèrent que l’invasion tumorale induite par le stress oxydant est 
dépendant de la protéine ADAM9. Par ailleurs, la réalisation du test de matrigel en 
remplaçant l’albumine par le surnageant de culture de cellules A549 exposées pendant 3 h au 
peroxyde d’hydrogène a permis de mettre en évidence le caractère chemo attractant de 
l’isoforme  ADAM9-S suggérant  que la protéine ADAM9-S est impliquée dans la 
régulation de l’invasion tumorale de façon autocrine ou paracrine.  
Enfin, nous avons cherché à identifier des partenaires d’ADAM9-S au niveau de la matrice 
extra-cellulaire. Nous avons montré que les capacités d’adhérence relèvent  d’une 
interaction ADAM9-intégrine b1 puisque la réalisation de l’expérience en présence d’un 




Ø Manuscrit Article I :  
 
Tumor invasion induced by oxidative stress is dependent on membrane ADAM9 
protein and its secreted form 
 
























































Ø Discussion article 1 : 
 
Le stress oxydant joue un rôle majeur dans les différentes étapes de l’oncogenèse, de la 
transformation cellulaire à l’invasion tumorale (115),(164),(99). Nous avons démontré pour 
la première fois que l’adhérence cellule-cellule et l’invasion tumorale induite par le peroxyde 
d’hydrogène sont dépendantes de l’interaction entre les isoformes de la protéine ADAM9, et 
plus particulièrement la forme sécrétée, ADAM9-S, et l’intégrine β1. 
Bien que le mécanisme de signalisation ne soit pas démontré, ces travaux plaident en faveur 
du fait que le peroxyde d’hydrogène soit un agent de signalisation cellulaire agissant de façon 
auto et paracrine. Cela est d’ailleurs confirmé pour l’expression de la protéine ADAM17 dont 
l’expression plaquettaire est modulée via l’activation de  P38 MAPkinase par le peroxyde 
d’hydrogène (186).  Cependant, dans le modèle des cellules A549, bien que l’activité ADAM 
métalloprotasique (activité portée par ADAM9-10 et 17) soit augmentée par l’exposition au 
peroxyde, nous n’avons observé aucune variation d’expression d’ADAM17 (donnée non 
publiée).  
Ce travail est le premier à mettre en évidence le fait que le peroxyde d’hydrogène 
induise l’expression des deux isoformes de la protéine ADAM9. Cependant, les travaux de 
Sung et al. (45) indiquent que l’expression de cette protéine de 68 kDa est également 
observée pour les cellules d’adénocarcinome de la prostate exposées au peroxyde 
d’hydrogène. Nous avons montré que cette isoforme de faible taille est sécrétée hors de la 
cellule cancéreuse et conserve, entre autre, une activité métalloprotéasique. De plus, cette 
forme exerce une activité chémo-attractante vis-à-vis des cellules cancéreuses pulmonaires 
qu’elles soient ou non exposées à un stress oxydant.  
Mazzocca et al. (28)  ont également observé l’expression d’une protéine ADAM9 sécrétée par 
des cellules stellaires hépatiques co-cultivées en présence de cellules de carcinome 
hépatocellulaire. Leurs travaux indiquent que cette protéine résulte d’un épissage alternatif du 
gène codant pour ADAM9. Ils ont en particulier identifié le fait que cette enzyme sécrétée 
participe au processus de dissémination métastatique. Plus récemment, Fry et al.(74) ont 
observé que les cellules de cancer du sein expriment également  la forme secrétée d’ADAM 9. 
Cette expression confère aux cellules des capacités de migration plus importantes grâce 




Ces observations sont renforcées par l’observation du fait qu’ in vivo , des cellules de  cancer 
pulmonaire à petites cellules transfectées et surexprimant ADAM9 présentent une 
augmentation des capacités d’invasion et d’adhérence objectivées par une augmentation 
sensible de l’incidence des métastases cérébrales(81).  
Les mécanismes d’implication d’ADAM9-S dans les processus de dissémination 
semblent reposer sur deux mécanismes distincts, d’une part une interaction directe aux 
intégrines à la surface des cellules cancéreuses par l’intermédiaire de son domaine 
disintégrine et dont les conséquences sont un accroissement de clivage de la laminine (28) et 
d’autre part grâce à l’activité métalloprotéasique (74). Nos résultats montrent qu’ADAM9-S 
présente également un potentiel chemo-attractant. Via ses deux isoformes, ADAM9 a donc 
un double rôle. L’isoforme transmembranaire a un rôle très important dans l’adhérence des 
cellules cancéreuses aux cellules endothéliales vasculaires et dans les capacités de migration 
à travers la matrice extracellulaire des cellules induites par le stress oxydant. L’isoforme 
sécrétée par les cellules cancéreuses exposées à un stress oxydant a de plus la capacité 
d’attraction vis-à-vis des cellules exposées ou non à un stress oxydant à travers la matrice 
extracellulaire. Cette forme sécrétée semble jouer un rôle dans le contrôle de la dissémination 
métastatique des cellules cancéreuses de manière autocrine ou paracrine.  
Les interactions des protéines ADAM grâce à leur domaine disintégrine et les 
protéines de la matrice extracellulaire comme les intégrines et les syndécanes semblent 
essentielles pour la progression, la survie  tumorale et la formation de métastases. Les deux 
isoformes de la protéine ADAM9 présentent un domaine disintégrine. Les interactions 
intégrine α6 β1 – ADAM9 sont connues pour être un élément de stimulation dans la migration 
des fibroblastes (185). Dans le cadre du cancer du poumon, cela semble d’autant plus 
significatif que l’intégrine β1 contribue à la migration des cellules cancéreuses (159) et ce 
processus est accru par une surexpression de cette intégrine induite par le TGF-beta (187). 
Nos résultats montrent qu’un anticorps neutralisant l’intégrine β1 diminue les capacités 
adhésives et invasives des cellules cancéreuses pulmonaires induites par le stress oxydant 
démontrant l’importance de l’interaction ADAM9 - intégrine β1.  
Un récent article de Josson et al (188) a montré que l’inhibition de la protéine ADAM9 au 
niveau des cellules cancéreuses de prostate provoque des changements fonctionnels avec une 




augmentation de la sensibilité des cellules cancéreuses à la radiothérapie et la chimiothérapie. 
Ces résultats associés aux nôtres suggèrent que les isoformes de la protéine ADAM9 
constituent une cible thérapeutique potentielle dans des cancers à fort potentiel métastatique 
comme ceux du poumon ou de la prostate. 
 
Dans cette perspective, nous avons cherché à préciser dans la suite du travail les 
mécanismes moléculaires de l’activation d’ADAM9 par le SO et à identifier des 





























Modulation pharmacologique  
de l’expression des différentes isoformes d’ADAM9 
 
Ø Introduction 
Les isoformes de la protéine ADAM9 sont une cible thérapeutique potentielle dans la 
prévention métastatique et dans certains cas, peuvent contribuer à améliorer l’efficacité d’un 
d’un traitement antitumoral. Les travaux de Josson et al (188) ont montré que l’inhibition de 
la protéine ADAM9 au niveau des cellules de cancer de la prostate induit des changements 
fonctionnels avec en particulier une orientation des cellules vers un phénotype épithélial. Ces 
changements phénotypiques s’accompagnent d’une plus grande sensibilité des cellules 
malignes à la radiothérapie et la chimiothérapie. L’article présenté ci-dessus a démontré que 
l’activité et l’expression de la protéine ADAM9 et de sa forme sécrétée sont modulées par le 
stress oxydant au niveau des cellules cancéreuses pulmonaires. La protéine ADAM9 et sa 
forme sécrétée participent aux phénomènes d’adhérence et d’invasion tumorale induite par le 
stress oxydant et ces fonctions sont notamment médiées par des interactions avec la sous 
unité b-1 des intégrines (189). Cependant, les mécanismes par lesquels le stress oxydant 
induit la surexpression d’ADAM9 et augmentent l’adhérence et l’invasion tumorale restent 
méconnus.  
Le rôle du stress oxydant repose pour une grande partie sur les effets directs des FRO avec 
des kinases impliquées dans la signalisation cellulaire. Ces protéines kinases jouent un rôle 
important dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires telles que la prolifération, le 
métabolisme, la survie/ apoptose de la cellule, la réparation des dommages de l’ADN, la 
mobilité cellulaire et la réponse au microenvironnement. 
Dans des cellules d’astrocytome, le domaine de régulation et le domaine catalytique de la 
protéine kinase C sont modulés par le peroxyde d’hydrogène. Il stimule la phosphorylation 
d’un substrat spécifique de la protéine kinase C. Des inhibiteurs de la PKC bloquent la 
phosphorylation induite par le peroxyde d’hydrogène. L’activité de la protéine kinase C 
semble donc être augmentée en présence d’H2O2 (149),(150),(151). En particulier, les PKC 
possèdent une structure comprenant un domaine N-terminal oxydable par le peroxyde 
d’hydrogène. Laquelle oxydation se traduit par une levée de l’auto-inhibition de l’activité 
PKC. Le domaine catalytique C-terminal contient plusieurs cystéines réactives qui sont des 




polyphénoliques, des agents tels que la curcumine, et les analogues de la vitamine E. La 
modification de ces cystéines diminue l’activité cellulaire de la PKC(150). Divers agents 
antioxydants sont connus pour leur capacité à inhiber les réponses cellulaires dépendante 
d’une activité PKC (190). Il a ainsi été mis en évidence le fait que l’activité de clivage d’Hb-
EGF portée par ADAM9 est dépendante de la PKC (85). La mise en jeu de cette voie de 
signalisation pourrait donc expliquer les modulations d’expression d’ADAM9 induite par le 
stress oxydant 
Il est établi que le domaine cytoplasmique des protéine ADAM possède une structure SH3 qui 
est le support de l’interaction avec les protéines SRC (89). Cette voie de signalisation est 
notamment régulièrement impliquée dans la régulation de l’invasion tumorale par activation 
de voies de signalisation et modulation des protéines d’adhérence (157). Dans les cellules 
cancéreuses du sein ayant de forts taux d’EGFR, l’inhibition de la protéine SRC va bloquer 
les capacités des cellules cancéreuses à former des colonies et diminuer leurs capacités 
d’invasion tumorale (191) démontrant une interaction étroite entre l’EGFR et SRC. 
Concernant les modèles de cancers pulmonaire (192) et pancréatique (193), des études ont 
montré que les inhibiteurs de SRC induisent la mort cellulaire et bloquent la progression 
tumorale. Le stress oxydant est capable de moduler l’activation de la protéine SRC. Kopetz et 
al ont montré que les FRO intracellulaires générées après traitement par oxaliplatine au 
niveau de cellules cancéreuses du colon, activent  la protéine SRC(156). Il a également été 
montré que l’H2O2 est capable d’induire la migration des cellules de l’épithélium intestinal 
par un mécanisme dépendant de la phosphorylation de la protéine SRC et de la PI3 kinase75 
(194). 
L’objectif de ce travail consiste donc à évaluer le rôle potentiel que peuvent jouer PKC et 
SRC dans le processus d’invasion tumorale induite par le stress oxydant via la protéine 















Figure 11 : Influence de la protéine kinase C sur l’expression et l’activité des 
isoformes de la protéine ADAM9 au niveau de cellules A549 exposées à un stress 
oxydant. Les cellules ont été traitées ou non par de l’H2O2 (1mM pendant 3h) ou des 
modulateurs de la PKC : la staurosporine (50nM pendant 4h) ou le PMA (50ng/ml pendant 
12h) ou les 2. A) Western blot réalisé à partir des cellules A549 traitées ou non. B)  Mesure 
de l’activité ADAM métalloprotéasique au niveau des cellules A549 exposées ou non aux 
différents traitements. Les résultats ont été rapportés à l’activité ADAM métalloprotéasique 
basale des cellules A549. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 3 





L’effet d’induction des deux isoformes d’ADAM9 par le peroxyde d’hydrogène est inhibé en 
présence de staurosporine, un inhibiteur de la PKC à la concentration de 50 nM. Cependant, 
la staurosporine seule est sans effet sur le niveau d’expression basale d’ADAM9 et 
d’ADAM9-S des cellules A549. A l’inverse, l’exposition des cellules A549 au  PMA, un 
diterpène inducteur de l’activité PKC, à la concentration de 50 ng/mL pendant 12 heures, 
induit une très forte augmentation de l’expression des deux isoformes de la protéine ADAM 
9 (figure 11A). L’immunoprécipitation réalisée sur le surnageant de culture des cellules 
confirme les effets inhibiteur de la staurosporine et inducteur du PMA sur l’expression de 
l’isoforme sécrétée d’ADAM9 (figure 12). 
La modulation de la staurosporine observée par western blot vis-à-vis de l’expression des 
deux isoformes d’ADAM9 se confirme au niveau de l’activité ADAM-protéase. En effet, 
l’activité mesurée au niveau des cellules A549  montre clairement que l’induction d’activité 
observée sous l’effet de la stimulation par le peroxyde d’hydrogène est totalement et 
significativement (p= 0,02) inhibée par la staurosporine. De même, comme cela a été observé 
par western blot, la staurosporine seule est sans effet sur l’activité ADAM protéase basale 
(figure 11B).  
 
 
Figure 12 : Immunoprécipitation du surnageant des cellules A549 exposées à des 
modulateurs de la protéine kinase C. Les cellules ont été traitées ou non par de l’H2O2 (1mM 
pendant 3h) ou des modulateurs de la PKC : la staurosporine (50nM pendant 4h) ou le PMA 
(50ng/ml pendant 12h) ou les 2. Le surnageant des cellules a été concentré et la protéine ADAM9-
S a été immunoprécipitée et révélée par western blot avec l’anticorps spécifique anti-ADAM9. 
 
 Ces résultats indiquent que la protéine kinase C est un des éléments clés de 
signalisation cellulaire responsable de l’induction d’expression des deux isoformes 








Figure 13 : Implication de la PKC sur la migration des cellules A549 induites 
par le peroxyde d’hydrogène. Les cellules ont été traitées ou non par de l’H2O2 (1mM 
pendant 3h) ou par la staurosporine (50nM pendant 4h) ou les 2.  A) Photographies de 
cellules ayant migré à travers le matrigel au grossissement x40 et colorées à la toluidine 1%. 
B) Nombre de cellules ayant traversé le matrigel après 24h de culture rapporté à la migration 
de cellules A549 contrôles. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 3 







La staurosporine n’exerce directement aucun effet significatif vis-à-vis des capacités de 
migration des cellules A549 au travers le matrigel. En revanche, l’effet d’induction observé 
après exposition des cellules au peroxyde d’hydrogène est significativement diminué de 
58,7%  lorsque l’expérience est réalisée en présence de staurosporine.   
 Ces données illustrent le fait que la staurosporine, via son effet sur la PKC, inhibe 
l’expression des 2 isoformes d’ADAM9 avec pour conséquence une diminution de la 



























3. L’activité de SRC participe à l’induction d’expression d’ADAM9 par le peroxyde 
d’hydrogène, mais n’a pas d’effet sur l’activité ADAM protéasique 
 
 
Figure 14 : Rôle du dasatinib, inhibiteur de SRC, sur l’expression d’ADAM9 et 
l’activité ADAM spécifique des cellules A549 exposées au H2O2.  Les cellules ont 
été traitées ou non par de l’H2O2 (1mM pendant 3h) ou par le dasatinib (100nM ou 350nM 
pendant 12h) ou les 2. A) Western blot réalisé à partir des cellules A549 traitées ou non. B)  
Mesure de l’activité ADAM métalloprotéasique au niveau des cellules A549 exposées ou 
non aux différents traitements. Les résultats ont été rapportés à l’activité ADAM 
métalloprotéasique basale des cellules A549. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart 






A l’instar de la staurosporine, le dasatinib, inhibiteur de la protéine Src, bloque l’effet 
inducteur du peroxyde d’hydrogène sur l’expression des deux isoformes d’ADAM9 par des 
cellules A549. Il est également à noter que lorsqu’il est employé seul, le dasatinib ne semble 
pas exercer d’effet sur le niveau d’expression basale d’ADAM9 par les cellules A549 (figure 
14A).  
De façon surprenante, l’effet observé en western blot sur l’expression des deux isoformes 
d’ADAM9 n’est pas confirmé par le niveau d’activité ADAM protéasique. En effet, 
l’augmentation d’activité ADAM protéasique induite par le peroxyde d’hydrogène n’est pas 
bloquée par le dasatinib (figure 14B). Lorsque les cellules A549 sont exposées au dasatinib 
seul, aux concentrations de 100 et 350 nM, aucune modification significative de l’activité 
ADAM protéase n’est observée.  
 Pris conjointement, ces résultats suggèrent soit un effet du dasatinib sur l’expression 
d’une autre protéine porteuse de l’activité ADAM protéasique, soit une modification post-
traductionnelle de la protéine ADAM9 qui s’accompagnerait d’une augmentation de 




 Figure 15 : Augmentation d’expression d’ADAM17 par le dasatinib. Les cellules A549 
ont été exposées ou non à 1mM d’H2O2 pendant 3h ou à 100nM de dasatinib pendant 12h ou les 2.  
L’expression d’ADAM17 au niveau des cellules A549 a été révélée par western blot avec 
l’anticorps monoclonal anti ADAM17. 
 
Puisque le test d’activité ADAM protéasique permet de mesurer les activités 
métalloprotéasiques portées par ADAM9, 10 et 17, l’effet du dasatinib sur l’expression 




L’inhibition de la protéine SRC sur les cellules A549 induit l’augmentation d’expression de 
la protéine ADAM17 que les cellules soient exposées ou non au peroxyde d’hydrogène 
(figure 15), en revanche le western blot réalisé pour ADAM10 (donnée non présentée)  n’a 
pas permis de révéler l’expression de cette protéine par les cellules A549 ni d’observer une 
quelconque induction par le peroxyde d’hydrogène et / ou le dasatinib .  
 Le dasatinib en tant qu’inhibiteur de la protéine SRC induit une diminution 
d’expression des deux isoformes de la protéine ADAM9 induite par le stress oxydant mais 

































Figure 16 : Influence du dasatinib sur de l’invasion tumorale induite par le 
stress oxydant. Les cellules A549 ont été exposées ou non à 1mM d’H2O2 pendant 3h ou à 
100nM de dasatinib pendant 12h ou les 2. A) Photographies de cellules ayant migré à travers 
le matrigel au grossissement x40 et colorées à la toluidine 1%. B) Nombre de cellules ayant 
traversé le matrigel après 24h de culture rapporté à la migration de cellules A549 contrôles. 
Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 3 expériences indépendantes. ns, 







A l’instar de la staurosporine et malgré son effet contrasté sur ADAM9 et ADAM17, le 
dasatinib  n’exerce directement aucun effet significatif vis-à-vis des capacités de migration 
des cellules A549 au travers le matrigel. En revanche, l’effet d’induction observé après 
exposition des cellules au peroxyde d’hydrogène est significativement diminué de 59,2 % 
lorsque l’expérience est réalisée sur des cellules prétraitées par du dasatinib.   
 Ces données illustrent le fait que le dasatinib inhibe la capacité de migration cellulaire 
induite par le stress oxydant malgré la modulation exercée sur ADAM17 et dont la 
conséquence est le maintien de l’activité ADAM protéasique. Ce résultat suggère que la 
























Nos travaux indiquent que la capacité de migration cellulaire induite par le stress oxydant 
peut être inhibée par la staurosporine et le dasatinib. Pour la staurosporine, cet effet a déjà été 
observé sur le même modèle cellulaire (228). L’originalité de nos travaux repose en partie 
dans l’identification d’ADAM9 comme support de cette modulation.    
Izumi et al. ont mis en évidence la dépendance d’expression d’ADAM9 vis-à-vis la PKC, 
grâce à l’utilisation d’un mutant PKC δ (85). Toutefois, nos résultats suggèrent que dans la 
situation d’exposition des cellules au stress oxydant, cet effet ne repose non pas sur une 
modulation de l’activité spécifique mais plus spécialement sur une modulation de 
l’expression des deux isoformes d’ADAM9. Il est vraisemblable que la PKC joue alors le 
rôle de transmission du signal induit par les FRO ; comme cela a été observé dans des 
cellules d’astrocytome, où le peroxyde d’hydrogène stimule la phosphorylation d’un substrat 
spécifique de la PKC (151). Cet effet pourrait être la résultante de la peroxydation du 
domaine N terminal de la PKC  (150). Ce résultat est d’autant plus intéressant, que dans un 
modèle de cellules de cholangiocarcinome, cellules connues pour exprimer ADAM9, il a été 
mis en évidence que la stimulation de la PKC provoque une augmentation des capacités 
d’adhérence et de migration cellulaire (147).  
L’existence d’un domaine SH3 sur le domaine cytoplasmique d’ADAM9 nous a 
également conduits à évaluer l’effet de l’inhibition de SRC sur l’expression et l’activité 
protéasique des deux isoformes d’ADAM9 ainsi que sur les capacités d’invasion tumorale 
induites par le peroxyde d’hydrogène. Nous avons observé que l’exposition des cellules 
cancéreuses au dasatinib s’accompagne d’une inhibition des capacités de migration cellulaire 
induites par le stress oxydant. Ces résultats sont en concordance avec les travaux de Kopetz et 
al qui ont montré que les FRO intracellulaires générées par des cellules cancéreuses de colon 
après exposition à l’oxaliplatine présentent une activation de la protéine SRC. L’inhibition de 
celle-ci par le dasatinib et associé à l’oxaliplatine a un effet synergique sur la diminution de 
prolifération et d’angiogenèse des cellules cancéreuses (156). Putman et al (81) ont également 
rapporté un effet inhibiteur du dasatinib sur les capacités de migration cellulaire. Selon eux, 
cette diminution des capacités d’invasion reflèterait la modulation d’expression des intégrines 
par le dasatinib. L’ensemble de ces expériences établit un lien clair entre l’activité SRC et les 
capacités de migration des cellules.  
Concernant l’activité ADAM protéasique des cellules, nos résultats montrent que 




ADAM protéasique induites par le stress oxydant. Afin d’évaluer l’implication des isoformes 
d’ADAM9 sur les capacités d’invasion induite par le stress oxydant et inhibée par le 
dasatinib, nous avons étudié l’influence du dasatinib sur l’expression des isoformes ADAM9 
induite par le stress oxydant  au niveau des cellules cancéreuses. Nos résultats ont démontré 
que l’inhibition de SRC par le dasatinib induit une diminution de l’expression des deux 
isoformes d’ADAM 9. L’absence de modulation d’activité ADAM protéasique peut 
s’expliquer par le fait que la mesure de l’activité n’est pas spécifique d’ADAM9 puisqu’elle 
est la résultante de l’activité d’ADAM9, 10, 17. ADAM 10 n’est pas exprimée au niveau des 
cellules cancéreuses A549. Le dasatinib a un effet potentialisateur sur l’expression 
d’ADAM17 indépendamment du stress oxydant pouvant expliquer les résultats obtenus.  
Ces deux éléments paradoxaux au niveau de l’activité ADAM protéasique et 
l’expression des isoformes d’ADAM9 indiquent que l’action du dasatinib se situe en 
particulier au niveau traductionnel et donc agit indépendamment de l’interaction possible avec 
le domaine SH3 de la protéine ADAM. Il est possible que SRC intervienne en aval de la voie 
de signalisation de la PKC.  Ceci a notamment été montré sur des cellules de glioblastome  
dont la migration est dépendante de l’activation de la PKC et la transduction de ce signal est 
modulée par SRC (229).  
Des analogues de la staurosporine sont en cours d’essais cliniques en tant que 
traitement anti tumoral en association avec des chimiothérapies mais restent encore peu 
concluants. Des études précliniques plus orientées sur l’évaluation des propriétés 
antimétastatiques de la molécule et de ses analogues vis-à-vis de la cellule cancéreuse 
permettraient d’établir l’implication de la protéine kinase C dans l’invasion tumorale 
notamment celle induite par le stress oxydant afin d’établir une nouvelle stratégie anti 
métastatique.  
Ce travail indique que l’expression des deux isoformes de la protéine ADAM9 qui 
supportent  l’invasion des cellules cancéreuses pulmonaires est modulable par deux stratégies 
d’inhibition pharmacologiques distinctes l’une portant sur l’inhibition de la PKC, l’autre sur 
l’inhibition de SRC. Ces deux stratégies pourraient être des bases de développement de 







Mise au point du modèle d’évaluation in vivo du  
potentiel  invasif des cellules A549 par injection IV 
 
Ayant mis en évidence in vitro l’importance des deux isoformes de la protéine ADAM9 dans 
le processus d’invasion tumorale, le développement d’un modèle in vivo va permettre de 
confirmer ce rôle in vivo et de disposer d’un modèle permettant d’évaluer l’intérêt de la 
modulation pharmacologique chez l’animal.  
L’objectif de ce travail a consisté au développement d’un modèle de xénogreffe intraveineuse 
de cellules A549 chez la souris Nude et d’évaluer l’importance de l’expression d’ADAM9 
dans les processus de nidification et de dissémination des cellules.  
Pour le développement de ce modèle, il a tout d’abord été nécessaire de mettre au point une 
technique permettant de disposer de cellules surexprimant ADAM9. Cela a été réalisé par la 
mise en place d’une primo-xénogreffe sous cutanée. Après injection sous cutanée des cellules 
A549, les tumeurs néo formées ont été récupérées à trois temps (J7, J10 et J15) et la 





Figure 17: Expression d’ADAM9 sur les cellules directement issues des injections 
sous cutanées (à J7, J10 et J15). 107 cellules A549 ont été injectées en sous cutanées à des 
souris Nudes (3 par groupe) et les tumeurs ont été récupérées à J7, J10 et J15.Western blot de 








L’évaluation du rôle d‘ADAM9 a également reposé sur le développement d’une lignée 
cellulaire transfectée par le siRNA anti-ADAM9 couplé à un lentivirus qui a permis d’obtenir 
une lignée de cellules n’exprimant pas ADAM9 (figure 18). Cette méthode de couplage 





Figure 18 : Transfection stable des cellules A549 avec un lentivirus contenant un 
ARN interférent ADAM9. Des cellules A549 ont été transfectées selon le protocole de chez 





Ø Mise au point du modèle in vivo de métastases pulmonaires par injection IV 
 
Figure 19 : Rôle de la protéine ADAM9 dans l’envahissement métastatique 
pulmonaire dans un modèle in vivo. A - Images de coupes de métastases pulmonaires 
colorées à l’hématoxyline éosine d’un poumon prélevé de chaque type cellulaire injecté a) 
cellules transfectées témoins b) cellules A549 sauvages, c) cellules A549 transfectées avec 
l’ARN interférent ADAM9. B - pourcentage d’envahissement pulmonaire des différents 







La mise au point d’un modèle in vivo de métastases pulmonaires a permis d’évaluer 
l’implication de la protéine ADAM9 dans les capacités métastatiques des cellules 
cancéreuses. Dans les 3 groupes, les souris ont présenté des métastases pulmonaires. Trois 
souris ont présenté des tumeurs cutanées au point d’injection traduisant un problème 
d’injection. Les tailles de ces métastases sous cutanées étant très importantes, ces souris ont 
été exclues de l’analyse.  
Le groupe de souris ayant reçu en intraveineux des cellules A549 sauvages ont un 
pourcentage d’envahissement de 18.9%. Le groupe ayant reçu des cellules n’exprimant plus 
la protéine ADAM9 ont un pourcentage d’envahissement de 8.36%. La perte d’expression de 
la protéine ADAM9 au niveau des cellules cancéreuses injectées induit une diminution 
d’envahissement pulmonaire de 77% (p< 0.01) (figure 20). Un groupe de souris ayant reçu 
des cellules transfectées témoins a été réalisé en parallèle afin de démontrer le fait que la 



















Implication d’ADAM9 dans l’angiogenèse 
 
Ø Introduction 
L’angiogenèse est une étape fondamentale dans le développement d’une cellule que ce soit à 
l’état physiologique ou pathologique comme dans le cancer. L’angiogenèse débute par la 
sécrétion locale de facteurs angiogéniques par les cellules du microenvironnement. Ces 
signaux vont  stimuler les cellules endothéliales ainsi que leurs progéniteurs afin de proliférer 
et de se différencier. Les cellules endothéliales activées vont migrer vers la matrice 
extracellulaire et s’assembler pour former des néo-structures vasculaires. Ce processus néo-
angiogénique nécessite le recrutement de cellules permettant la stabilisation et la maturation 
de cette structure vasculaire.  
 L’angiogénèse est régulée par un équilibre entre facteurs pro et antiangiogéniques 
incluant des facteurs de croissance tels que le VEGF, l’EGF et des cytokines telles que 
l’interleukine 8, et d’autres protéines de la famille des CXC. L’interleukine 8 (Il8) est une 
cytokine particulièrement importante en tant que facteur proangiogénique. Elle contribue à 
une activité angiogénique au niveau des cellules cancéreuses pulmonaires non à petites 
cellules (195). La présence de l’Il8 induit un chimiotactisme entre cellules et une activité 
proliférative et angiogénique (196). De plus dans un modèle in vivo, l’inhibition d’Il8 
provoque une diminution de la croissance tumorale via son activité angiogénique (197).  
 Au niveau du microenvironnement de la tumeur, cette augmentation d’expression de 
facteurs de croissance et de cytokines est notamment due à l’activité de métalloprotéases. En 
effet, elles sont capables de cliver des profacteurs transmembranaires exprimés à l’état inactif 
au niveau de la membrane cellulaire et d’activer ainsi ces facteurs de croissance dans 
l’environnement proche de la cellule tumorale (63) (198). Les métalloprotéases et plus 
particulièrement les protéines ADAM ont un rôle très important dans l’angiogenèse (199) par 
des mécanismes multiples : dégradation de la membrane basale et de composants 
périvasculaires de la matrice extracellulaire  et grâce à leur domaine extracellulaire, régulation 
de voies de signalisation et libération de facteurs de croissance. L’inhibition d’expression de 
métalloprotéases telles que des matrix métalloprotéases bloque l’angiogenèse dans des 
modèles in vivo et in vitro  (200). L’inhibition  de la MMP2 et MMP9, deux gélatinases, à 
l’aide d’un peptide synthétique sélectif, inhibe la migration des cellules endothéliales et des 
cellules cancéreuses. Il bloque la croissance, l’invasion tumorale dans un modèle in vivo ainsi 




pulmonaire chez des souris n’exprimant plus la protéine ADAM17. Plus récemment Gooz et 
al. ont montré que l’inhibition d’expression d’ADAM17 diminue la prolifération des cellules 
endothéliales et l’invasion in vitro (202). Une surexpression d’ADAM17 au niveau de cellules 
de gliome va provoquer une augmentation de l’angiogenèse in vitro induisant la progression 
vers un phénotype malin. Au niveau des cellules cancéreuses de sein, la protéine ADAM10 
grâce à son activité protéasique, clive une glycoprotéine GPNMB/OA dont l’expression induit 
l’invasion tumorale et est associée au recrutement des cellules endothéliales. La libération de 
l’ectodomaine de cette protéine à la surface des cellules cancéreuses va induire une 
augmentation de la migration des cellules endothéliales et favoriser la néovascularisation 
(203). Guaiquil et al ont mis en évidence le rôle  d’ADAM9 dans la néovascularisation 
pathologique grâce à un modèle de rétinopathie. Ils suggèrent notamment que cet effet est 
médié par le clivage et la libération de facteur pro-angiogénique par le domaine 
métalloprotéasique des protéines ADAM.  
 Plusieurs arguments plaident en faveur de l’implication des protéines ADAM et plus 
particulièrement de la protéine ADAM9 dans le processus d’angiogenèse au cours du cancer, 
de part notamment sa surexpression dans de nombreux cancers. Une première étude au sein 
du laboratoire a montré la participation  de la protéine ADAM9 et de sa forme sécrétée dans 
les processus adhérence et d’invasion tumorale induite par le stress oxydant notamment par 
l’interaction avec l’intégrine β1 au niveau de cellules cancéreuses pulmonaires (189). Le 
domaine métalloprotéasique de la protéine clive de nombreux substrats et notamment des 
protéines de la matrice extracellulaire et des facteurs de croissance tels que l’HB-EGF.  
L’objectif de ce travail est d’étudier le rôle de la protéine ADAM9 exprimée par les 












Ø Principaux résultats 
 





Figure 20 : Effet de l’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules 
A549 sur la capacité de contrôle paracrine du développement de structures 
capillaires. Les cellules ont été exposées à 50ng/ml de PMA pendant 3h et ont été 
transfectées ou non avec un lentivirus bloquant l’expression d’ADAM9. A) Photographies 
des cellules HUVEC au contact du surnageant de cellules A549 exposées aux différentes 
conditions. B) Longueur totale des cellules HUVEC formant des néovaisseaux au 
grossissement x 40 rapportées aux HUVEC au contact du surnageant de cellules A549 
contrôles. L’inducteur et l’inhibiteur angiogéniques sont respectivement le témoin positif et 
négatif de la technique.  Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 3 expériences 






Afin d’évaluer l’effet de l’expression de la protéine ADAM9 par des cellules cancéreuses 
sur l’angiogénèse, le surnageant de cellules A549 transfectées ou non avec l’ARN interférent 
ADAM9 a été mis en contact avec des cellules HUVEC. Après 22 heures de culture, les 
cellules HUVEC, au contact du surnageant de cellules sauvages exposées au PMA, donc 
surexprimant la protéine ADAM9, présentent une augmentation de leur capacité à former de 
nouveaux capillaires. La longueur  totale de formation de nouveaux vaisseaux par les 
HUVEC augmente de 193% (p< 0.01) par rapport à des cellules non stimulées par le PMA 
(figure 20).  Lorsque cette expérience est réalisée avec le surnageant de cellules A549 
transfectées avec le siRNA ADAM9, la stimulation des cellules par le PMA n’entraine 
aucune différence significative dans les capacités des cellules HUVEC à former des 
nouveaux capillaires. La longueur des réseaux formés est en effet comparable à celle 
observées avec les cellules HUVEC exposées au surnageant de cellules A549 sauvages non 
stimulées par le PMA.  
Les résultats obtenus démontrent que l’expression de la protéine ADAM9 par les cellules 
tumorales correspond à un stimulus pro-angiogénique capable d’activer soit directement, par 
l’intermédiaire d’ADAM9 secrétée, soit indirectement la formation de capillaires par les 


















2. Analyse des modifications d’expression de cytokines pro-angiogéniques en fonction 




Figure 21 : Expression des facteurs proangiogéniques au niveau des surnageant de 
cellules transfectées ou non avec l’ARN interférent ADAM9. Les cellules ont été 
exposées à 50ng/ml de PMA pendant 3h et ont été transfectées ou non avec un lentivirus 
bloquant l’expression d’ADAM9. A) Identification à l’aide du kit antibody array des différents 
facteurs angiogéniques sécrétés par les cellules A549 dans les différentes conditions. B) 








Afin de déterminer si l’effet pro-angiogénique relève d’un effet paracrine direct ou 
indirect, l’effet de l’inhibition de l’expression d’ADAM9 sur les cytokines impliquées dans 
l’angiogénèse a été évalué par une technique de cytokine antibody array. A l’aide d’un kit 
permettant d’identifier de 43 facteurs angiogéniques, les surnageants de cellules transfectées 
ou non avec l’ARN interférent ADAM9 ont été comparés (figure 21A). La réalisation de ce 
test a permis d’identifier 5 cytokines dont le niveau d’expression était particulièrement 
modifié en fonction de l’expression d’ADAM9 : l’interleukine 8, ENA78, uPAR, la leptine et 
I TAC (figure 21B).  
L’interleukine 8 et ENA78 semblent être des facteurs angiogéniques intéressants car en 
présence de PMA, les cellules A549 sécrètent ces deux molécules. L’expression 
d’interleukine 8 et d’ENA78 sont diminuées au niveau des cellules A549 n’exprimant plus la 






















3. Modulation quantitative de l’expression de l’interleukine 8 et d’ENA78 en fonction 
de l’expression d’ADAM9 
 
 
         
Figure 22 : Quantification  de la sécrétion de l’interleukine 8 et d’ENA 78 au 
niveau des surnageant de cellules transfectées ou non avec l’ARN interférent 
ADAM9.  Les cellules ont été exposées à 50ng/ml de PMA pendant 3h et ont été transfectées 
ou non avec un lentivirus bloquant l’expression d’ADAM9. Quantification à l’aide d’un kit 
Elisa de l’interleukine 8 et de l’ENA78 sécrétées par les cellules A549 dans les différentes 
conditions. Les valeurs représentent la moyenne et l’écart type de 3 expériences indépendantes. 







La quantification de la sécrétion de l’interleukine 8 et d’ENA 78 par les cellules A549, a 
été réalisée sur les surnageants des cellules à l’aide d’une technique Elisa.  
En présence de PMA, les cellules A549 sauvages ont une sécrétion d’Il8 augmentée de 347% 
(p<0.01) comparativement aux cellules A549 sauvages qui libèrent un taux basal d’Il8 (figure 
22).  
L’expérience évaluée avec des cellules A549 transfectées avec l’ARN interférent ADAM9 
permet de déterminer le rôle de la protéine ADAM9 dans la sécrétion de l’interleukine 8. En 
présence de PMA, les cellules n’exprimant plus la protéine ADAM9 ont une diminution de 
62.8 % de sécrétion d’interleukine 8 (p<0.05).  L’ensemble des manipulations est réalisée en 
parallèle avec des cellules tranfectées témoins afin de démontrer le fait que la transfection 
n’influe pas sur les cellules.  
En ce qui concerne l’expression d’ENA78, l’exposition des cellules A549 au PMA augmente 
la sécrétion d’ENA78 de manière significative (p<0.05) que les cellules expriment ou non la 
protéine ADAM9. 
L’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules A549 a  un rôle dans la 
























Figure 23 : Modulation non transcriptionnelle de l’interleukine 8 par ADAM9 au 
niveau des cellules transfectées ou non avec l’ARN interférent ADAM9 et exposées 
ou non au PMA. Les cellules ont été exposées à 50ng/ml de PMA pendant 3h et ont été 
transfectées ou non avec un lentivirus bloquant l’expression d’ADAM9. Mesure de l’ARN 




Afin de mieux comprendre le rôle de la protéine ADAM9 dans la modulation d’expression 
de l’interleukine 8, la quantification d’expression du gène codant pour l’interleukine 8 a été 
réalisée au niveau des cellules A549 exposées ou non au PMA et transfectées ou non avec 
l’ARN interférent ADAM9. Le gène de la GAPDH est quantifié en tant que témoin.  
La  RT-PCR n’a pas révélé de modification significative du taux d’ARNm codant pour 
l’IL8 selon les conditions d’exposition des cellules. Ces résultats indiquent que la modulation 






5. Blocage de l’angiogenèse in vitro induite par l’expression de la protéine ADAM9 






Figure 24 : Effet de l’interleukine 8 sur l’angiogenèse in vitro induite par 
l’expression de la protéine ADAM9 exprimée au niveau des cellules A549. Les 
cellules ont été exposées à 50ng/ml de PMA pendant 3h et ont été transfectées ou non avec un 
lentivirus bloquant l’expression d’ADAM9. Longueur totale des cellules HUVEC formant des 
néovaisseaux au contact du surnageant de cellules A549 dans les différentes conditions en 
présence ou non de l’anticorps bloquant antiCXCR2 et mesurée au grossissement x 40. Les 
résultats sont  rapportés aux HUVEC au contact du surnageant de cellules A549 sauvages.  Les 










Puisque l’expression de l’IL8 est modulée par ADAM9, une expérience 
d’angiogénèse in vitro a été réalisée en présence d’un anticorps bloquant le CXCR2 
(récepteur de l’IL8).  
Les résultats obtenus confirment ceux observés précédemment, à savoir que les cellules 
HUVEC au contact du surnageant de cellules sauvages exposées au PMA donc surexprimant 
la protéine ADAM9 développent leur capacité à former de nouveaux capillaires. En effet la 
longueur  totale de formation de nouveaux vaisseaux par les HUVEC augmente de 171% (p< 
0.05) (figure 24). En présence de l’anticorps bloquant anti CXCR2, la mise en place de 
nouveaux vaisseaux induit par ADAM9 est totalement inhibée.  
Les cellules HUVEC au contact du surnageant de cellules transfectées avec l’ARN interférent 
ADAM9 et exposées au PMA n’ont pas d’augmentation de leur capacité à former une 
néovascularisation in vitro. La présence de l’anticorps bloquant antiCXCR2 dans le milieu ne 
module pas de manière signification la longueur de formation de capillaires. 
Les résultats démontrent que  la protéine ADAM9 exprimée au niveau des cellules 
A549 a un rôle proangiogénique modulant la formation de capillaires par les cellules 
endothéliales vasculaires et cette modulation est principalement médiée par l’interleukine 8, 


















6. Implication de l’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules A549 dans 






Figure 25 : Croissance sous cutanée des cellules A549 exprimant ou non la protéine 
ADAM9 dans un modèle in vivo. 106 cellules ont été injectées en sous cutanée à 3souris 
nudes pour chaque groupe (cellules A549 sauvages, cellules A549 transfectées témoins et 
cellules A549 transfectées avec l’ARN interférent ADAM9). Représentation des volumes 




Afin de déterminer le rôle de l’expression d’ADAM9 au niveau des cellules 
cancéreuses sur la croissance tumorale et l’angiogénèse, un modèle de xénogreffe sous 
cutanée de cellules A549 a été développé chez la souris nude. La croissance tumorale a été 
significativement plus rapide chez les souris qui ont bénéficié d’une xénogreffe de cellules 
sauvages ou transfectées par le lentivirus seul que chez les souris ayant reçu les cellules A549 
transfectées par le lentivirus couplé au siRNA ADAM9.  
L’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules A549 a un rôle important 
dans la croissance tumorale des cellules cancéreuses. Le blocage d’expression de la protéine 
ADAM9 sur la croissance tumorale peut être induit par deux mécanismes potentiels soit 





7. Influence de l’expression d’ADAM9 au niveau de l’angiogenèse in vivo 
 
 
Figure 26 : Densité vasculaire des tumeurs obtenues à partir de cellules A549 
exprimant ou non la protéine ADAM9 sur un modèle in vivo. Les lames sont obtenues 
des tumeurs détaillées précédemment avec 3 groupes (A549, A549 transfectées témoins ou 
A549 transfectées ADAM9-). Le marquage s’effectue à l’aide d‘un anticorps polyclonal anti 
CD31. La densité vasculaire est réalisée sur 3 lames représentatives de chaque tumeur et 








L’immunomarquage des lames des tumeurs des différents groupes à l’aide de 
l’anticorps anti CD31 a permis de démontrer que les tumeurs obtenues à partir de cellules 
A549 transfectées ont une densité vasculaire moindre que les tumeurs de cellules A549 
sauvages (figure 26A). En effet les tumeurs sous cutanées issues de cellules transfectées avec 
l’ARN interférent ADAM9 ont une diminution de vascularisation de  36 % (p<0.05) (figure 
26B). Cependant il n’existe pas de différence significative entre les tumeurs de souris 
injectées avec des cellules A549 transfectées témoins et les tumeurs de souris injectées avec 






















L’angiogenése est une étape fondamentale dans la croissance tumorale et la dissémination 
métastatique. Grâce à une lignée cellulaire n’exprimant plus la protéine ADAM9, nous avons 
démontré in vitro et in vivo le rôle important d’ADAM9 dans l’angiogenèse et la progression 
tumorale. La protéine ADAM9 exprimée au  niveau des cellules cancéreuses pulmonaires 
induit l’angiogenèse de façon paracrine soit en interagissant directement ou indirectement via 
la modulation de sécrétion de l’interleukine 8. 
La technique d’angiogenèse in vitro exposant les cellules endothéliales vasculaires au 
surnageant de cellules d’adénocarcinomes pulmonaires exprimant ou non la protéine 
ADAM9 a démontré que l’expression de la protéine ADAM9 par les cellules tumorales 
correspond à un stimulus pro-angiogénique. En effet elle va stimuler la formation de 
capillaires par les cellules endothéliales vasculaires confirmant le fait que les 
métalloprotéases et plus particulièrement les protéines ADAM ont un rôle très important dans 
l’angiogenèse (199). Elles participent à la dégradation et au remodelage des cellules de la 
matrice extracellulaire et des cellules vasculaires grâce à leur ectodomaine. Nos résultats 
montrent que l’expression de la protéine ADAM9 module l’angiogenèse in vitro soit 
directement, par l’intermédiaire d’ADAM9 secrétée, soit indirectement par la modulation de 
cytokines angiogéniques. Un autre modèle de néovascularisation pathologique de 
rétinopathie décrit par Guaiquil et al ont mis en évidence l’importance de l’expression 
d’ADAM9 dans l’angiogenèse (183). La forme sécrétée d’ADAM9  pourrait avoir une 
influence directe sur les cellules endothéliales vasculaires permettant la formation de 
nouveaux vaisseaux. Mazzocca et al ont décrit cette isoforme d’ADAM9 secrétée par les 
cellules stellaires hépatiques et sa participation au processus métastatique(28). Au niveau des 
cellules cancéreuses de sein, Fry et al ont également démontré le rôle d’ADAM9-S dans les 
capacités de migration des cellules cancéreuses (74).  Nos résultats, comme les études 
décrites précédemment, montrent l’implication de la protéine ADAM9-S dans l’invasion 
tumorale et suggèrent plus particulièrement son rôle dans l’angiogenèse. 
Afin de mieux comprendre les mécanismes indirects de la protéine ADAM9 sur 
l’angiogenèse, l’étude des surnageants exposés ou non au PMA et transfectés ou non avec 
l’ARN interférent ADAM9 nous a permis d’identifier 5 facteurs proangiogéniques 
susceptibles d’être modulés par l’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules 
cancéreuses pulmonaires. Dans le modèle de rétinopathie (183), la surexpression d’ADAM9 




VCAM-1. Le kit a permis de détecter le facteur angiogénique Tie2 mais n’a pas montré de 
modulation par ADAM9 au niveau de notre modèle de cancer pulmonaire. Parmi les 5 
facteurs angiogéniques révélés, l’Il8 et l’ENA78 ont révélé une modulation par la protéine 
ADAM9 particulièrement représentative. La quantification par Elisa de l’interleukine 8 nous 
montre de manière significative que sa sécrétion est dépendante de l’expression de la protéine 
ADAM9 au niveau des cellules cancéreuses. Luppi et al ont démontré l’implication d’une 
métalloprotéase dans la prolifération cellulaire induite par l’Il8 via la transactivation de 
l’EGFR(204) que nous avons déterminée comme étant la protéine ADAM9 au niveau des 
cellules cancéreuses pulmonaires.  
En ce qui concerne le facteur ENA 78, il partage avec l’Il-8 une structure assez 
homologue qui lui confère des propriétés physiologiques proches (205) . ENA 78 stimule 
directement la prolifération des cellules endothéliales et leur invasion de la matrice in 
vitro(206), de plus in vivo l’expression  d’ENA 78 est corrélée à la densité de vascularisation 
dans le cancer du poumon (206). Cependant la quantification d’ENA78 au niveau des 
surnageants des cellules cancéreuses transfectées ou non avec l’ARN interférent ADAM9 
nous montre que la sécrétion d’ENA 78 n’est pas dépendante de l’expression d’ADAM9. 
Le blocage du récepteur CXCR2 ayant une forte affinité pour l’interleukine 8, au 
niveau de l’angiogenèse in vitro démontre :  
- Dans un premier temps, l’interleukine 8 est impliquée dans la modulation de 
l’angiogenèse in vitro induite par l’expression de la protéine ADAM9 au niveau des cellules 
cancéreuses. Arenberg et al ont démontré aussi le rôle important de l’interleukine 8 dans la 
croissance tumorale grâce à ses propriétés angiogéniques(197).  
- Dans un deuxième temps, ces résultats établissent l’implication de l’interaction Il8/ 
CXCR2 au niveau de l’angiogenèse in vitro. Keane et al ont mis en évidence le fait qu’une 
déplétion en récepteur CXCR2 inhibe la croissance tumorale et l’angiogenèse dans un modèle 
murin de cancer pulmonaire(207). De plus le récepteur CXCR2 stimule la croissance 
tumorale et l’angiogenèse dans le cancer de l’ovaire (208) démontrant le rôle important du 
récepteur CXCR2 dans l’angiogenèse. L’interaction de l’interleukine 8 avec son récepteur 
CXCR2 a été démontrée dans le cancer du colon modulant l’angiogenèse et la progression 
tumorale. En effet des taux élevés d’Il8 sériques et dans le microenvironnement tumoral 
induisent une augmentation de la croissance tumorale des cellules cancéreuses, de 




poumons et du foie. L’absence d’expression de CXCR2 par des souris KO CXCR2 inhibe la 
croissance tumorale, diminue l’angiogenèse et augmente la nécrose tumorale démontrant le 
rôle fondamental dans le microenvironnement tumoral de l’interaction CXCR2/Il8 dans la 
carcinogenèse du colon(209).  
Nos résultats suggèrent l’implication de l’interaction Il8/ CXCR2 dans l’angiogenèse in 




Figure 27 : Rôle d’ADAM9 via la sécrétion d’Interleukine 8 sur l’angiogenèse 
 
L’implication de la protéine ADAM9 au niveau de la progression tumorale et de 
l’angiogenèse a été confirmée par un modèle in vivo de tumeurs sous cutanées mettant en 
évidence la croissance tumorale des cellules cancéreuses pulmonaires exprimant ou non la 
protéine ADAM9 ainsi que la densité vasculaire des tumeurs. Les cellules n’exprimant plus la 
protéine ADAM9 ont une diminution de croissance tumorale. Celle-ci peut s’expliquer par 
plusieurs mécanismes. La protéine ADAM9 pourrait agir directement sur la prolifération des 
cellules cancéreuses par modulation des voies de signalisation de la cellule cancéreuse ou 
module directement la libération de facteurs de croissance tels que l’HB EGF. Nous avons 




grâce aux modèles d’angiogenèse in vitro et in vivo pouvant induire de manière indirecte la 
diminution de croissance et de prolifération tumorale. L’étude de Guaiquil et al ont mis en 
évidence, sur un modèle de rétinopathie, une diminution de développement vasculaire rétinien 
chez des souris KO ADAM9-/-(183). Cette étude associée à nos résultats confirme 
l’implication de la protéine ADAM9 dans la néovascularisation pathologique. 
Nous avons donc démontré que les isoformes de la protéine ADAM9 au niveau des 
cellules cancéreuses pulmonaires induisent de façon paracrine l’angiogenèse in vitro et in 
vivo. En effet la protéine ADAM9 permet la libération d’un facteur angiogénique 
l’interleukine 8 au niveau des cellules cancéreuses,  qui en interagissant avec son récepteur 
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Notre travail a permis de mieux comprendre l’implication de la protéine ADAM9 au cours du 
processus de cancérogenèse de part sa participation aux étapes majeures que sont  la 
dissémination métastatique induite par le stress oxydant et l’angiogenèse. Cette amélioration 
de la connaissance du fonctionnement de la dernière étape de l’oncogenèse est primordiale car 
elle a pour objectif ultime une meilleure appréhension de la pathologie métastatique et le 
développement de nouvelles cibles thérapeutiques. 
Nous avons d’abord abordé l’invasion tumorale induite par le stress oxydant. L’exposition 
des cellules cancéreuses pulmonaires à un stress oxydant provoque une augmentation dose 
dépendant d’expression de la protéine ADAM9 transmembranaire et de sa forme sécrétée. Les 
études in vitro ont montré que les capacités d’adhérence et d’invasion tumorale induites par le 
stress oxydant sont principalement médiées par les deux isoformes de la protéine ADAM9, en 
agissant de façon autocrine et paracrine sur les cellules cancéreuses pulmonaires. 
Une autre étape de l’oncogenèse est l’angiogenèse. La protéine ADAM9 exprimée au 
niveau des cellules cancéreuses pulmonaires interagit avec les cellules endothéliales 
vasculaires et met en place un réseau vasculaire. Le mécanisme d’angiogenèse fait intervenir 
l’interleukine 8 dont l’expression est modulée par la protéine ADAM9 de manière non 
transcriptionelle. Cette cytokine proangiogénique interfère avec le récepteur CXCR2 et 
entraine la néovascularisation in vitro. Le modèle in vivo a confirmé le rôle important de 
l’expression de la protéine ADAM9 dans l’angiogenèse. 
Nos premiers résultats de l’implication de la protéine ADAM9 dans l’angiogenèse ouvrent 
des perspectives sur : 
-  Le rôle du domaine métalloprotéasique de la protéine ADAM9 : définir si ce domaine 
clive directement une forme pro interleukine 8 transmembranaire ou s’il nécessite 
l’action d’une autre protéine intermédiaire faisant le lien entre ADAM9 et l’Il8, telle 
que l’EGFR ou l’HB EGFR et ayant pour conséquence une induction de 
l’angiogenèse. 
- L’existence d’autres récepteurs tels que le CXCR1 pouvant interagir avec 
l’interleukine 8 et modulant l’angiogenèse. 
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- L’implication d’autres facteurs proangiogéniques tels qu’ uPAR. En effet, nous nous 
somme concentrés sur deux facteurs angiogéniques les plus modulés par ADAM9 : 
l’interleukine 8 et ENA78. 
 
 La modulation de l’expression des deux isoformes de la protéine ADAM9 est réalisable 
selon deux stratégies pharmacologiques différéntes, soit en interagissant sur les mécanismes 
de transduction cellulaire tels que la protéine SRC ou la protéine kinase C, soit en 
interagissant directement avec les différentes isoformes d’ADAM9 au moyen d’un anticorps 
neutralisant.  
La mise au point du modèle in vivo de métastases pulmonaires, va nous permettre d’étudier 
ces différentes stratégies pharmacologiques. De plus l’application de ces différentes stratégies 
pharmacologiques sur le modèle d’angiogenèse in vitro et in vivo permettrait d’étudier leur 
impact sur l’angiogenèse via la protéine ADAM9. 
 
Figure 28 : Implication de la protéine ADAM9 et de son isoforme sécrétée dans les 
processus d’invasion et d’angiogenèse tumorale. 
 
Ces deux stratégies pourraient être des cibles potentielles comme traitement anti-
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Immunotherapy is a promising antitumor strategy that can successfully be combined with 
current anticancer treatment. In this study, arsenic trioxide (As2O3) was shown to increase the 
antitumor immune response in CT26 colon tumor-bearing mice through the modulation of 
regulatory T cell (Treg) numbers. As2O3 induced Treg-selective depletion in vitro. In vivo, 
tumor-bearing mice injected with 1mg/kg As2O3 showed a significant decrease in the 
Treg/CD4 cell ratio and in absolute Treg cell count versus controls. As2O3 exerted antitumor 
effects only in immunocompetent mice and enhanced adoptive immunotherapy effects. 
Inhibition of As2O3-induced Treg depletion by the nitric oxide synthase inhibitor N(G)-nitro-L-
arginine methyl ester, and the superoxide dismutase mimic manganese [III] tetrakis-
(5,10,15,20)-benzoic acid porphyrin suggested that it was mediated by oxidative and 
nitrosative stress. The differential effect of As2O3 on Treg versus other CD4 cells may be 
related to differences in the cells’ redox status, as indicated by significant differences in 
2’7’dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) and 4,5-diaminofluorescein diacetate 
(DAF2-DA) fluorescence levels. In conclusion, these results show for the first time that low 
doses As2O3 can delay solid tumor growth by depleting Treg cells through oxidative and 
nitrosative bursts and suggest that As2O3 could be used to enhance the antitumor activity of 





Although immunotherapy represents a promising nontoxic anticancer strategy, the various 
treatment modalities employed so far in the clinical setting have resulted in only limited and 
sporadic success [188]. Several reports have suggested that combination therapies may 
produce synergistic antitumor responses and that some chemotherapeutic agents, rather than 
being immunosuppressive, can in act as potent adjuvants to either adoptive or active 
immunotherapy under certain conditions [189]. Currently, cyclophosphamide (CYP) 
represents the gold standard immunomodulatory chemotherapeutic drug, and the antitumor 
efficacy of its combination with immunotherapy has long been studied in preclinical models 
[173, 174, 190] and clinical trials [175].  
Several mechanisms have been investigated to explain this paradoxical phenomenon, and  
considerable importance has been attributed to the reduction of regulatory T cell (Treg) 
numbers and function, as observed in both mouse models [177],[176] and cancer patients 
[178]. Elevated Treg cell numbers have been observed in the blood and tumor tissues of a high 
proportion of cancer patients, a phenomenon that promotes tumor progression and adversely 
affect prognosis [119, 120]. The adverse effects of Treg cells on the immune response are 
underscored by the observation that depletion of Treg cells can enhance the efficacy of passive 
or active immunotherapy strategies. Use of low-dose cyclophosphamide, anti-CD25 
antibodies (ONTAK) or ipilimumab [116] to deplete or functionally inactivate Treg cells is 
currently in development or under clinical evaluation.  
Arsenic trioxide (As2O3) has shown substantial efficacy in the treatment of patients with 
newly diagnosed or relapsed acute promyelocytic leukemia [182]. In addition, preclinical 
studies have shown that a wide variety of malignancies, including hematologic cancer and 
solid tumors derived from several tissue types, are susceptible to therapy with As2O3. 
Although the exact mechanisms of its antitumoral effect remain unclear, As2O3 has been 
recognized as a powerful inducer of oxidative stress in tumor cells [47, 48]. Recently, 
immunomodulatory properties of As2O3 have been described. For instance, As2O3 exerts 
therapeutic effects on lymphoproliferative and severe autoimmune disorders manifested in 
MRL/lpr mice [185] and enhances the immune response against myeloma cells or breast 




In the current report, we demonstrate that As2O3 increases antitumor immune response in 
colon tumor-bearing mice through the modulation of Treg cell numbers. We also examine the 
consequences of As2O3-induced reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species 





Materials and methods 
Chemicals, antibodies and cell line 
All chemicals were obtained from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) except CYP which 
was obtained from Baxter (Endoxan, Baxter, Deerfield, IL, USA). Monoclonal antibodies 
(mAb) against mouse CD4-APC (GK1.5) and CD25-PE (PC61.5), and a regulatory T-cell 
staining kit (number 88-8118-40) including antibodies against mouse CD4-FITC (GK1.5), 
CD25-PE (PC61.5), foxp3-APC (FJK-16s) and a permeabilization buffer, were purchased 
from eBioscience (San Diego, CA, USA). The kit for mouse Treg cell isolation was purchased 
from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany). The mouse colon carcinoma cell line 
CT26 was obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and was cultured in Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, 
France). 
Animal studies 
BALB/c female mice between 6 and 8 weeks old were used (Iffa Credo, L’Arbresles, France). 
8-week-old female NUDE mice were purchased from Charles River Laboratories 
(L’Arbresles, France). Animals received human care in compliance with institutional 
guidelines. 
BALB/c or NUDE mice were injected subcutaneously with 5x105 CT26 cells diluted in 
DMEM without FBS. When tumors reached 30mm3 in size (seven days later for nude mice, 
and 10 days later for BALB/c mice), mice were injected once intraperitoneally (IP) with 
As2O3 1 mg/kg, CYP 50 mg/kg or with PBS.  
In experiments testing the effects of oxidative stress modulators, mice were injected IP either 
with a superoxide dismutase mimic, manganese [III] tetrakis-(5,10,15,20)-benzoic acid 
porphyrin (MnTBAP) (10mg/kg per day) or were given per os a NO synthase inhibitor, N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) (100mg/kg per day) for three days.  




In adoptive cell transfer experiments, donor mice were CT26 tumor-bearing BALB/c animals. 
Those mice were sacrificed 10 days after CT26 injection and splenocytes were isolated as 
described below. The donor mice were given IP PBS or As2O3 7 days after tumor 
implantation. 
The recipient mice were a second set of BALB/c mice carrying a 10-day tumor, given As2O3 
or PBS five hours before receiving donor spleen cells intravenously (i.v) (3x107/mice). 
Transferred splenocytes were isolated from either untreated donor mice (control splenocyte 
group”) or As2O3-treated donor mice (Treg-depleted splenocyte group). Following a procedure 
previously described for determination of the immunomoludating effects of CYP [191], 
recipient mice were treated with As2O3 before receiving donor spleen cells in order to remove 
Treg cells. 
As negative controls, mice were injected with DMEM i.v. and PBS IP (control group), or 
with DMEM i.v. and As2O3 IP (As2O3 alone group) or with Treg-depleted splenocytes i.v. and 
PBS IP (Treg-depleted splenocyte alone group).  
Tumor growth 
BALB/c or NUDE mice were injected subcutaneously with 5x105 CT26 cells diluted in 
DMEM without FBS. When tumors reached 30mm3 in size, mice were injected once IP with 
either As2O3 1mg/kg or with PBS. Tumor size was measured with a Vernier caliper every 
three days. Tumor volume (TV) was calculated as follows: TV (mm3) = (LxW2)/2, where L is 
the longest and W the shortest radius of the tumor. Results are expressed as the mean of tumor 
volume within each group. Tumor volumes were compared across treatment groups after each 
tumor size measurement, i.e. every three days. Five mice were treated in each group. 
Preparation of splenocytes from mouse spleens 
Spleens were collected, crushed, hemolyzed with 0.15mM ammonium chloride and 
centrifugated at 1200rpm for 10 minutes. Pellets were then suspended in RPMI medium 
supplemented with 10% FBS. The total number of splenocytes from each spleen was counted 
using a Malassez cell. For in vitro experiments, splenocytes from healthy BALB/c mouse 
were seeded (3x106/well) on 12-well culture plates and incubated for two hours with As2O3 




Detection of Treg cells by flow cytometry  
Cell suspensions from spleens were prepared after hypotonic lysis of erythrocytes. Treg cells 
were labelled with anti-CD4-FITC (GK1.5), anti-CD25-PE (PC61.5) and anti-Foxp3-APC 
(FJK-16s) from the Treg cell staining kit obtained from eBiosciences, using manufacturer 
recommendations. Cells were subjected to analysis on a FACS Canto flow cytometer (BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA). Treg cells were recognized as CD4
+CD25+Foxp3+ cells. 
Assays of reactive oxygen and nitrogen species production in splenocytes and Treg cells  
Levels of cellular peroxynitrite (ONOO-) and/or hydrogen peroxide (H2O2) were assessed 
using flow cytometry by oxidation of the specific probe 2’7’dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (H2DCFDA). Cellular nitric oxide (NO) was measured by using 4,5-
diaminofluorescein diacetate (DAF2-DA).  
As previously described by Gupta et al [192], splenocytes were isolated from healthy BALB/c 
mice and suspended (1x107 cells/ml) in RPMI medium containing 5µM H2DCFDA or DAF2-
DA for 20 min at 37°C. Then 3x106 cells/well were seeded on 12-well culture plates and 
incubated with or without 1 µM As2O3 for an additional two-hour period at 37°C. Cells were 
then washed twice with PBS, stained with monoclonal antibodies (mAb) against mouse CD4-
APC (GK1.5) and CD25-PE (PC61.5), and analyzed on a BD FACS canto flow cytometer. 
Treg cell purification  
Purification of CD4+CD25+ Treg cells was performed in a two-step procedure, according to the 
manufacturer’s instructions. Non-CD4+ cells were indirectly magnetically labeled with a 
cocktail of biotinconjugated antibodies and anti-biotin microbeads. Labeled cells were 
subsequently depleted by separation over a MACS® column. In the second step, CD4+CD25+ 
Treg cells were directly labeled with anti-CD25 coated microbeads and isolated by positive 
selection from the pre-enriched CD4+ T-cell fraction. The magnetically labeled CD4+CD25+ 
Treg cells were retained on the column and eluted after removal of the column from the 
magnetic field. 




RNA was purified from approximately 106 isolated CD4+CD25+ cells or CD4+CD25- cells 
using a RNeasy mini kit (Qiagen). RNA integrity was assessed spectrophotometrically and by 
electrophoresis on agarose gel. Reverse transcription (RT) was done using a RT2 First Strand 
Kit (SA Biosciences, Frederick, MD). Polymerase chain reaction (PCR) was performed using 
RT2 Profiler PCR Array PAMM-062, according to the manufacturer’s instructions on a 
Roche LightCycler 480 using RT2 Real-Time SYBR Green PCR Master Mix. The array 
evaluated the expression of 84 genes whose expression is controlled by or involved in 
signalling by nitric oxide. Samples from untreated and arsenic pretreated splenocytes were 
compared. For data analysis, the ∆∆Ct method was used with the aid of a Microsoft Excel 
spreadsheet containing algorithms provided by the manufacturer.  
Statistical analysis 
Statistical analysis was performed on the means of data obtained from at least three 
independent experiments. All results are presented as means +/- the standard error of the 
mean (SEM). The student’s t test was used to compare statistical differences in the 
experimental values between two samples (GraphPad Prism, Graph Pad software, San Diego). 





As2O3 induces selective Treg depletion in mice 
The in vitro effect of increasing concentrations of As2O3 on the proportion of Treg cells was 
first investigated in splenocytes obtained from healthy mice. As depicted in Figure 1A, 
treating splenocytes with 0.5 or 1µM As2O3 for 2 hours decreased the ratio of  Treg /CD4 cells 
from 14.67% in untreated cells to 10.33% (p=0.0044) and 6.67% (p=0.0011), respectively.  
Of note, 1 µM As2O3 did not induce in vitro cytoxicity against mouse colon carcinoma CT26 
cells (data not shown). 
The proportion of Treg cells in spleens obtained from CT26 tumor-bearing mice was then 
evaluated, and a significant increase in the ratio of Treg/CD4 cells was observed compared to 
healthy mice (p=0.0001) (Figure 1B). Furthermore, CT26 tumor-bearing mice injected with 
50mg/kg CYP or 1mg/kg As2O3 showed a significant decrease in the Treg/CD4 cell ratio 
(Figure 1B) and the absolute number of Treg cells (Figure 1C) compared to mice injected with 
PBS. Higher doses of As2O3 were not associated with more powerful effects. Therefore, the 
dose of 1mg/kg was used for the subsequent experiments. 
As2O3 did not significantly change the ratio of other immunosuppressive cells (i.e. myeloid 
derived suppressor cells [CD11b+GR1+ cells]) and plasmacytoid dendritic cells 
[CD11c+B220+ cells]) or effector cells including CD4 cells, CD8 cells and B cells (data not 
shown). These results show that low-dose As2O3 induces selective depletion of Treg cells in 
tumor-bearing mice.  
Antitumor effect of low-dose As2O3 is observed only in immunocompetent mice and enhances 
adoptive immunotherapy effects 
Since Treg cell depletion induced by As2O3 enhanced the antitumor immune response, the 
antitumor effect of low-dose As2O3 was assessed in immunocompetent mice. Tumor growth 
was found to be delayed in BALB/c mice receiving a single dose of 1mg/kg As2O3 compared 
to mice treated with PBS (Figure 2A, p=0.0023 on day 26). In contrast, 1mg/kg As2O3 had no 
significant antitumor effect in athymic NUDE mice (Figure 2B), suggesting that a competent 




In tumor-bearing recipient mice pre-treated with As2O3, adoptive transfer of  splenocytes from 
untreated tumor-bearing donor mice (“As2O3 + control splenocytes group”, Figure 2C) 
prevented the antitumoral effect of As2O3 treatment since no significant difference to the 
control group was observed (p=0.35). In contrast, in tumor-bearing recipient mice pre-treated 
with As2O3, adoptive transfer of splenocytes from As2O3 treated tumor-bearing donor mice 
(“As2O3 + Treg-depleted splenocytes group”) resulted in a significant decrease in tumor 
growth (p=0.007 versus control group; p=0.5 versus As2O3 + control splenocytes group) 
which was more pronounced than the effect obtained after treatment with As2O3 alone. 
Therefore, the spleens of As2O3-treated tumor bearers had an increased level of antitumor 
immunity compared to the spleens of control tumor bearers. 
As2O3 induces a specific gene expression profile in Treg cells 
The expression of 84 genes involved in oxidative and nitrosative stress pathways was 
assessed in CD4+CD25+ and CD4+CD25- cells with or without As2O3 treatment for two hours. 
In CD4+CD25+ cells, treatment with As2O3 was associated with downregulation of 50 genes 
(60%) (Figure 3A). The pro-oxidative genes Nos2 (Nitric oxide synthase 2), Sod1 
(Superoxide dismutase 1), Ccs (Copper chaperone for superoxide dismutase) and Noxo1 
(NADPH oxidase organizer 1), and the pro-apoptotic gene Fas were among the few genes that 
were upregulated (fold up regulation>1.3). 
In CD4+CD25- cells treated with As2O3, 31 genes were downregulated (37%) and 41 genes 
were upregulated (49%). Ccng1 (cyclin G1), Prkaca (protein kinase cAMP dependent), and 
Med4 (mediator of RNA polymerase II transcription) were among the upregulated genes 
whose expression showed more than a three-fold increase, whereas pro-oxidative genes were 
not upregulated. Thus, As2O3 selectively induces the expression of pro-oxidative genes in Treg 
cells.   
As2O3 induces NO and ROS accumulation in the Treg cell population but not in other T cells 
To assess the role of oxidative stress in Treg depletion induced by As2O3, we first examined 
the effect of As2O3 on the production of reactive oxygen and nitrogen species in splenocytes 
by flow cytometry. After a two-hour exposure to As2O3, the cellular accumulation of NO as 
assessed by DAF2-DA fluorescence was increased in CD4
+CD25+ cells (p=0.025), but not in 




H2DCFDA fluorescence in CD4
+CD25+ cells, indicative of H2O2 and/or ONOO- 
accumulation, but not in CD4+CD25- cells (Figure 4B). Representative dot plots of DAF2-DA 
and H2DCFDA fluorescence in Treg cells with or without As2O3 treatment are shown in Figure 
4C and 4D, respectively. Furthermore, H2DCFDA and DAF2-DA basal levels were lower in 
CD4+CD25- cells than in CD4+CD25+ cells and remained lower after As2O3 treatment 
(Figures 4A and B).  
These results suggest that As2O3 could be more toxic to Treg cells than conventional T cells 
because of an increased basal oxidative and nitrosative stress in this population, and that 
specific As2O3 Treg cytotoxicity could be mediated by oxidative and nitrosative stress. 
As2O3-induced Treg depletion is mediated by ROS and RNS accumulation 
To further investigate the role of reactive oxygen and nitrogen species in mediating As2O3-
nduced Treg depletion, CT26 tumor-bearing BALB/c mice previously injected with As2O3 
were treated with the oxidative stress modulators MnTBAP and LNAME. In mice treated 
with MnTBAP, a superoxide dismutase mimic that prevents superoxide and peroxynitrite 
accumulation (Figure 5C), As2O3-induced Treg depletion was inhibited (p=0.0055; Figure 5A). 
Similarly, LNAME, a NO synthase inhibitor that decreases NO accumulation, inhibited 
As2O3-induced Treg depletion (Figure 5B). Together, these results suggest a key role for 





We report here for the first time that As2O3 can deplete Treg cells through oxidative and 
nitrosative bursts, thus improving the antitumor immune response and enhancing adoptive 
immunotherapy effects in cancer-bearing mice.  
Multiple immunotherapy strategies for colorectal carcinoma are currently under preclinical 
and clinical evaluation [193]. Immunotherapy usually has to face strong mechanisms of 
immune escape induced by tumors. To increase the efficacy of immunotherapy strategies, it is 
potentially interesting to explore therapeutic interventions that exploit tolerogenic processes 
such as those induced by Treg cells in tumor-bearing hosts [194]. In this context, it has been 
shown that low-dose CYP decreases the number of Treg cells [176, 193] and can enhance the 
antitumor activity of adoptively transferred T cells as well as tumor vaccines [189]. However, 
CYP may exert a toxic effect on other lymphocyte populations which could attenuate its 
immunostimulatory effect. In addition, long-term administration of CYP has been associated 
with an increased risk of acute leukemia and bladder cancer. 
We observed that As2O3 induces selective depletion of Treg cells both in vitro and in vivo. In 
agreement with previous studies, we first showed that tumor-bearing mice displayed an 
increased proportion of Treg cell within the CD4 cell population, contributing to immune 
escape [104]. Indeed, As2O3 induced depletion in Treg population to levels observed in healthy 
mice. Low-dose As2O3 was found to have antitumor effect in a colon cancer mice model that 
is related to Treg depletion. Adoptive cell transfer experiments showed that As2O3 is able to 
restore the activity of adoptive immune cells from donor mice and thus enhance their 
antitumor potential. At least two previous studies have shown that As2O3 is able to enhance 
the immune response against myeloma and breast cancer cells [186, 187]. In these studies, 
As2O3 increased the cytotoxicity of lymphokine-activated killer cells (LAK). Treg cells were 
not specifically explored, but they are well known to affect the antitumor activity of effector 
cells [104]. 
In our hands, the immunostimulatory effects of As2O3 were observed with concentrations of 
0.5 to 1µM, levels that were not cytotoxic to CT26 colon carcinoma cells. Similarly, previous 
studies have shown that 1µM As2O3 is able to induce antitumor immune response, while only 




of As2O3 against prostate and ovarian cancer cell lines was around 5µM [184]. In vivo, doses 
of As2O3 ranging from 2 to 6.5mg/kg/day for one to six weeks were found necessary to treat 
solid tumors [195]. Such high doses are probably not clinically achievable without severe side 
effects due to As2O3 toxicity. In contrast, we showed here that a single dose of 1mg/kg As2O3 
delayed tumor growth by enhancing the antitumor immune response and adoptive 
immunotherapy effects in mice. The immunologic effect of low-dose As2O3 appears to be 
related to the high sensitivity of Treg cells to the drug. 
Finally, we showed that Treg depletion induced by As2O3 was mediated by the generation of 
reactive oxygen and nitrogen species. Previous studies have observed that As2O3 was able to 
induce the intracellular accumulation of superoxide anion. Disruption of the mitochondrial 
respiratory chain and membrane NADPH oxidase activation by As2O3 have been proposed as 
sources of superoxide anion [57, 170, 171]. It has also been reported that As2O3 is able to 
increase cellular production of nitrite oxide [168]. As illustrated in Figure 5C, superoxide 
dismutases catalyse the dismutation of superoxide in hydrogen peroxide, which is converted 
in H2O by catalase and glutathione peroxidase. Superoxide anions may also react with NO to 
form peroxinitrite, one of the most toxic radicals. We showed that in Treg cells, As2O3 
increases the fluorescence of H2DCFDA, which could be related to the accumulation of H2O2 
and/or ONOO-. Our data strongly suggest that Treg depletion induced by As2O3 is related more 
to peroxynitrite production than to hydrogen peroxide production, since it was inhibited by 
the NO synthase inhibitor L-NAME and by the superoxide dismutase mimic MnTBAP. Thus, 
Treg depletion induced by As2O3 is related to superoxide and nitrite oxide production resulting 
in ONOO- accumulation. In contrast, As2O3 failed to induce significant NO and ONOO
- 
accumulation in non-Treg CD4 cells. Differences in the effect of As2O3 on Treg and other CD4 
cells could be related to differences in the redox status of these cells. The threshold of toxicity 
could be more easily reached in Treg cells after As2O3 exposure because of higher basal levels 
of NO and ONOO- in these cells and overwhelming of antioxidant defences. This redox-based 
differential effect of As2O3 has previously been observed in acute promyeolocytic leukemia 
cells [196]. It has been proposed that the high susceptibility of PML cells versus other cancer 
cells to arsenic cytotoxity is related to higher basal activity of NADPH oxidase, inducing 




In conclusion, we show for the first time that low doses of As2O3 are able to delay solid tumor 
growth by depleting Treg cells. Our results offer a new opportunity to use low doses of As2O3 
to enhance the antitumor activity of adoptive immunotherapy strategy in human cancer.  
Acknowledgements 
The manuscript was written entirely by the author but improvements to the English were 
made by a freelance medical writer, Ms Caroline Dunstall, funded by Cephalon.  
Conflicts of interest 
The authors have no conflicts of interest to declare.  
References 
1. Lizee, G., M. A. Cantu, and P. Hwu. 2007. Less yin, more yang: confronting the 
barriers to cancer immunotherapy. Clin Cancer Res 13:5250-5255. 
2. Moschella, F., E. Proietti, I. Capone, and F. Belardelli. Combination strategies for 
enhancing the efficacy of immunotherapy in cancer patients. Ann N Y Acad Sci 
1194:169-178. 
3. Rosenberg, S. A., P. Spiess, and R. Lafreniere. 1986. A new approach to the adoptive 
immunotherapy of cancer with tumor-infiltrating lymphocytes. Science 233:1318-
1321. 
4. Proietti, E., G. Greco, B. Garrone, S. Baccarini, C. Mauri, M. Venditti, D. Carlei, and 
F. Belardelli. 1998. Importance of cyclophosphamide-induced bystander effect on T 
cells for a successful tumor eradication in response to adoptive immunotherapy in 
mice. J Clin Invest 101:429-441. 
5. Medina-Echeverz, J., J. Fioravanti, M. Zabala, N. Ardaiz, J. Prieto, and P. Berraondo. 
Successful colon cancer eradication after chemoimmunotherapy is associated with 
profound phenotypic change of intratumoral myeloid cells. J Immunol 186:807-815. 
6. Dudley, M. E., J. C. Yang, R. Sherry, M. S. Hughes, R. Royal, U. Kammula, P. F. 
Robbins, J. Huang, D. E. Citrin, S. F. Leitman, J. Wunderlich, N. P. Restifo, A. 




White, and S. A. Rosenberg. 2008. Adoptive cell therapy for patients with metastatic 
melanoma: evaluation of intensive myeloablative chemoradiation preparative 
regimens. J Clin Oncol 26:5233-5239. 
7. Ghiringhelli, F., N. Larmonier, E. Schmitt, A. Parcellier, D. Cathelin, C. Garrido, B. 
Chauffert, E. Solary, B. Bonnotte, and F. Martin. 2004. CD4+CD25+ regulatory T 
cells suppress tumor immunity but are sensitive to cyclophosphamide which allows 
immunotherapy of established tumors to be curative. Eur J Immunol 34:336-344. 
8. Lutsiak, M. E., R. T. Semnani, R. De Pascalis, S. V. Kashmiri, J. Schlom, and H. 
Sabzevari. 2005. Inhibition of CD4(+)25+ T regulatory cell function implicated in 
enhanced immune response by low-dose cyclophosphamide. Blood 105:2862-2868. 
9. Ghiringhelli, F., C. Menard, P. E. Puig, S. Ladoire, S. Roux, F. Martin, E. Solary, A. 
Le Cesne, L. Zitvogel, and B. Chauffert. 2007. Metronomic cyclophosphamide 
regimen selectively depletes CD4+CD25+ regulatory T cells and restores T and NK 
effector functions in end stage cancer patients. Cancer Immunol Immunother 56:641-
648. 
10. Curiel, T. J., G. Coukos, L. Zou, X. Alvarez, P. Cheng, P. Mottram, M. Evdemon-
Hogan, J. R. Conejo-Garcia, L. Zhang, M. Burow, Y. Zhu, S. Wei, I. Kryczek, B. 
Daniel, A. Gordon, L. Myers, A. Lackner, M. L. Disis, K. L. Knutson, L. Chen, and 
W. Zou. 2004. Specific recruitment of regulatory T cells in ovarian carcinoma fosters 
immune privilege and predicts reduced survival. Nat Med 10:942-949. 
11. Alvaro, T., M. Lejeune, M. T. Salvado, R. Bosch, J. F. Garcia, J. Jaen, A. H. Banham, 
G. Roncador, C. Montalban, and M. A. Piris. 2005. Outcome in Hodgkin's lymphoma 
can be predicted from the presence of accompanying cytotoxic and regulatory T cells. 
Clin Cancer Res 11:1467-1473. 
12. Mougiakakos, D., A. Choudhury, A. Lladser, R. Kiessling, and C. C. Johansson. 
Regulatory T cells in cancer. Adv Cancer Res 107:57-117. 
13. Zhang, T. D., G. Q. Chen, Z. G. Wang, Z. Y. Wang, S. J. Chen, and Z. Chen. 2001. 




14. Trachootham, D., J. Alexandre, and P. Huang. 2009. Targeting cancer cells by ROS-
mediated mechanisms: a radical therapeutic approach? Nat Rev Drug Discov 8:579-
591. 
15. Miller, W. H., Jr., H. M. Schipper, J. S. Lee, J. Singer, and S. Waxman. 2002. 
Mechanisms of action of arsenic trioxide. Cancer Res 62:3893-3903. 
16. Bobe, P., D. Bonardelle, K. Benihoud, P. Opolon, and M. K. Chelbi-Alix. 2006. 
Arsenic trioxide: A promising novel therapeutic agent for lymphoproliferative and 
autoimmune syndromes in MRL/lpr mice. Blood 108:3967-3975. 
17. Deaglio, S., D. Canella, G. Baj, A. Arnulfo, S. Waxman, and F. Malavasi. 2001. 
Evidence of an immunologic mechanism behind the therapeutical effects of arsenic 
trioxide (As(2)O(3)) on myeloma cells. Leuk Res 25:227-235. 
18. Baj, G., A. Arnulfo, S. Deaglio, R. Mallone, A. Vigone, M. G. De Cesaris, N. Surico, 
F. Malavasi, and E. Ferrero. 2002. Arsenic trioxide and breast cancer: analysis of the 
apoptotic, differentiative and immunomodulatory effects. Breast Cancer Res Treat 
73:61-73. 
19. Awwad, M., and R. J. North. 1989. Cyclophosphamide-induced immunologically 
mediated regression of a cyclophosphamide-resistant murine tumor: a consequence of 
eliminating precursor L3T4+ suppressor T-cells. Cancer Res 49:1649-1654. 
20. Gupta, S., L. Yel, D. Kim, C. Kim, S. Chiplunkar, and S. Gollapudi. 2003. Arsenic 
trioxide induces apoptosis in peripheral blood T lymphocyte subsets by inducing 
oxidative stress: a role of Bcl-2. Mol Cancer Ther 2:711-719. 
21. Malvicini, M., M. Rizzo, L. Alaniz, F. Pinero, M. Garcia, C. Atorrasagasti, J. B. 
Aquino, V. Rozados, O. G. Scharovsky, P. Matar, and G. Mazzolini. 2009. A novel 
synergistic combination of cyclophosphamide and gene transfer of interleukin-12 
eradicates colorectal carcinoma in mice. Clin Cancer Res 15:7256-7265. 
22. Curiel, T. J. 2008. Regulatory T cells and treatment of cancer. Curr Opin Immunol 
20:241-246. 
23. Bracci, L., F. Moschella, P. Sestili, V. La Sorsa, M. Valentini, I. Canini, S. Baccarini, 




enhances the antitumor efficacy of adoptively transferred immune cells through the 
induction of cytokine expression, B-cell and T-cell homeostatic proliferation, and 
specific tumor infiltration. Clin Cancer Res 13:644-653. 
24. Disis, M. L. Immune regulation of cancer. J Clin Oncol 28:4531-4538. 
25. Uslu, R., U. A. Sanli, C. Sezgin, B. Karabulut, E. Terzioglu, S. B. Omay, and E. 
Goker. 2000. Arsenic trioxide-mediated cytotoxicity and apoptosis in prostate and 
ovarian carcinoma cell lines. Clin Cancer Res 6:4957-4964. 
26. Liu, B., S. Pan, X. Dong, H. Qiao, H. Jiang, G. W. Krissansen, and X. Sun. 2006. 
Opposing effects of arsenic trioxide on hepatocellular carcinomas in mice. Cancer Sci 
97:675-681. 
27. Pelicano, H., L. Feng, Y. Zhou, J. S. Carew, E. O. Hileman, W. Plunkett, M. J. 
Keating, and P. Huang. 2003. Inhibition of mitochondrial respiration: a novel strategy 
to enhance drug-induced apoptosis in human leukemia cells by a reactive oxygen 
species-mediated mechanism. J Biol Chem 278:37832-37839. 
28. Chou, W. C., C. Jie, A. A. Kenedy, R. J. Jones, M. A. Trush, and C. V. Dang. 2004. 
Role of NADPH oxidase in arsenic-induced reactive oxygen species formation and 
cytotoxicity in myeloid leukemia cells. Proc Natl Acad Sci U S A 101:4578-4583. 
29. Lemarie, A., E. Bourdonnay, C. Morzadec, O. Fardel, and L. Vernhet. 2008. Inorganic 
arsenic activates reduced NADPH oxidase in human primary macrophages through a 
Rho kinase/p38 kinase pathway. J Immunol 180:6010-6017. 
30. Lynn, S., J. N. Shiung, J. R. Gurr, and K. Y. Jan. 1998. Arsenite stimulates poly(ADP-
ribosylation) by generation of nitric oxide. Free Radic Biol Med 24:442-449. 
31. Wang, J., L. Li, H. Cang, G. Shi, and J. Yi. 2008. NADPH oxidase-derived reactive 
oxygen species are responsible for the high susceptibility to arsenic cytotoxicity in 







Abbreviations used in this paper: 
As2O3: Arsenic trioxide 
Treg : Regulatory T cell 
CYP : cyclophosphamide 
ROS : reactive oxygen species 
RNS : reactive nitrogen species 
H2O2 : hydrogen peroxide 
ONOO-: peroxynitrite 
NO: nitric oxide 
H2DCDA: 2’7’dichlorodihydrofluorescein diacetate  
DAF2-DA : 4,5-diaminofluorescein diacetate 
L-NAME : N(G)-nitro-L-arginine methyl ester 





Figure 1: Effect of low-dose As2O3 on Treg numbers in mice in vitro and in vivo 
(A) in vitro effects of As2O3 on the CD4
+CD25+foxp3+ cells/CD4+ T cell ratio. Splenocytes 
isolated from healthy BALB/c mice were incubated for two hours with As2O3 (0.125, 0.5 and 
1µM). Cells were then washed twice with PBS, stained with monoclonal antibody against 
mouse CD4-APC and mouse CD25-PE, and analyzed by flow cytometry.  
(B,C) in vivo effects of As2O3 in CT26 tumor-bearing mice on the ratio of CD4
+CD25+foxp3+ 
cells/CD4+ T cells (B), and on CD4+CD25+foxp3+ absolute cell numbers (C). BALB/c mice 
were injected with 5x105 CT26 cells diluted in DMEM without FBS (except for mice from 
the “control group” that were injected SC with DMEM without FBS only). Ten days later, the 
mice were injected IP with a single dose of As2O3 1mg/kg, CYP 50mg/kg or PBS. After three 
days, spleen cells were isolated, stained with a mouse regulatory T-cell staining kit and 
analyzed by flow cytometry. Five mice were treated in each group and similar results were 






Figure 2: Antitumor effect of low-dose As2O3 in CT26 tumor-bearing mice  
Immunocompetent BALB/c mice (A) or NUDE mice (B) were injected SC with 5x105 CT26 
cells diluted in medium. When tumors reached a size of 30mm3 (seven days later for NUDE 
mice and 10 days later for BALB/c mice), the mice were injected IP with a single dose of 1 
mg/Kg As2O3. Tumor size was measured with a Vernier caliper every three days. (C) Effects 
of As2O3 and adoptive immunotherapy on tumor growth: Donor mice were given IP PBS or 
As2O3 seven days after tumor implantation, then sacrified three days later and their 
splenocytes isolated. Recipient mice were carrying a 10-day tumor and were given As2O3 or 
PBS five hours before receiving donor spleen cells (3x107/mice i.v.). In recipient mice treated 
with As2O3, the adoptive transfer of splenocytes was obtained from either untreated mice 
(“control splenocytes”) or As2O3 treated mice (“Treg-depleted splenocytes”). As negative 
controls, mice were injected with DMEM i.v. and PBS IP (control group), DMEM i.v. and 
As2O3 IP (As2O3 group), or with splenocytes i.v. and PBS IP (Treg-depleted splenocyte group). 






Figure 3: RT-PCR array analysis of mouse nitric oxide signalling pathway: Scatter plot 
CD4+CD25+ (A) and CD4+CD25- cells (B) were isolated and treated with As2O3 or PBS for 
two hours. RNA was purified from approximately 106 isolated CD4+CD25+ cells or 
CD4+CD25- cells, reverse transcription (RT) was undertaken using a RT2 First Strand Kit and 
Polymerase chain reaction (PCR) was performed using an RT2 Profiler PCR Array. Samples 






Figure 4: Cellular ROS and RNS accumulation in splenocytes exposed to As2O3 
Cellular H2DCDA (H2O2 and/or ONOO
-) (A) and DAF2-DA (NO) (B) fluorescence in 
CD4+CD25+ cells or CD4+CD25- cells exposed to As2O3 1µM or PBS for two hours. Spleen 
cells were incubated for 30 minutes with either 5μM H2DCFDA or 5μM DAF2-DA in 
medium and centrifugated. Cells were then stained with monoclonal antibody against mouse 
CD4-APC and CD25-PE and analyzed by flow cytometry. *, 0.01<p<0.05, **, 0.001<p<0.01. 
Representative dot plots of DAF2-DA (C) and H2DCFDA fluorescence (D) in CD4
+CD25+ 






Figure 5: Oxidative stress modulator effects on As2O3-induced Treg depletion   
BALB/c mice were injected SC with 5x105 CT26 cells diluted in medium. Ten days later, 
mice were injected IP with a single dose of As2O3 1mg/Kg. Mice were injected IP with 
MnTBAP 10 mg/kg per day (A) or were given per os LNAME 100mg/kg per day (B) for 
three days. After three days, mice were sacrificed, splenocytes were isolated and stained with 
a mouse regulatory T-cell staining kit and analyzed by flow cytometry. *, 0.01<p<0.05, **, 
0.001<p<0.01. (C) Inhibition of the effect of As2O3 by L-NAME and MnTBAP suggests a 








Article III : 
Bystander effect of vinorelbine alters antitumor immune response  


















































Targeting ADAM17/Notch signaling Abrogate the development of systemic sclerosis in a 
murin model. 
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RESUME 
L’invasion métastatique des tumeurs humaines est un mécanisme complexe qui repose 
sur la l’acquisition de nouvelles fonctionnalités par les cellules tumorales.  Les protéines 
ADAM et plus particulièrement la protéine ADAM9, grâce à leur domaine extracellulaire se 
composant  d’une activité métalloprotéasique et disintégrine, possèdent des fonctions 
importantes et nécessaires au processus d’invasion. Cependant, les mécanismes de régulation 
de la protéine restent globalement méconnus dans la pathologie cancéreuse.  
L’objectif de ce travail a consisté à évaluer le rôle de l’expression d’ADAM9 dans les 
mécanismes d’agressivité tumorale tels que l’adhérence cellulaire, la migration cellulaire ou 
l’angiogénèse ainsi que l’étude des  mécanismes de régulation de l’expression de cette 
protéine.  
Compte tenu du fait que le peroxyde d’hydrogène est connu pour induire l’expression 
d’ADAM9, les premiers travaux ont eu pour objectif d’établir le lien entre stress oxydant, 
ADAM9 et adhérence tumorale. L’exposition des cellules d’adénocarcinome pulmonaire au 
peroxyde d’hydrogène induit une augmentation dose dépendante de l’expression de la 
protéine ADAM9 transmembranaire et de sa forme sécrétée. Les études in vitro ont permis 
d’établir que les capacités d’adhérence et d’invasion tumorale induites par le stress oxydant 
sont principalement médiées par les deux isoformes de la protéine ADAM9. 
 Par ailleurs,  l’expression d’ADAM9 provoque un accroissement de la néo-
angiogénèse par l’intermédiaire d’un accroissement non transcriptionel de la biosynthèse 
d’IL8. Cette cytokine proangiogénique va interagir avec le récepteur CXCR2 et va permettre 
la mis en place d’une néovascularisation in vitro.  
Le développement d’un modèle de xénogreffe de cellule d’adénocarcinome 
pulmonaire a permis de confirmer le rôle majeur d’ADAM9 dans les processus de 
dissémination métastatique et d’angiogénèse tumoraux.   
 L’étude de la modulation pharmacologique d’ADAM9 a reposé sur  deux stratégies 
pharmacologiques différentes : d’une part l’interaction directe avec les différentes isoformes 
d’ADAM9 au moyen d’un anticorps neutralisant et d’autre part une action  sur les 
mécanismes de transduction cellulaire tels que la protéine SRC ou la protéine kinase C.  
Ce travail a permis de mieux comprendre l’implication de la protéine ADAM9 au 
cours du processus de cancérogenèse de part sa participation aux étapes majeures que sont  la 
dissémination métastatique induite par le stress oxydant et l’angiogenèse.  
Mots clés : ADAM9, angiogenèse, interleukine 8, ADAM9-S, stress oxydant, PKC, SRC, 
dissémination métastatique. 
 
